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PEPTIDOS INHIBIDORES DE TGFpi 



it 



DESCRIPCION DEL ESTADO DE LA TECNICA 



5 



El control del crecimiento celular esta regulado por 



diferentes proteinas del grupo de los factores de creci- 
miento (Schalch DS y col (1979) Endocrinology 104:1143- 
1151) . Entre los factores de crecimiento mas importantes 
implicados en el desarrollo celular, capaces de actuar de 
10 forma autocrina y paracrina, se encuentran los factores 

transf ormantes del crecimiento (TGF, del ingles Trans-y w * : 

• • • 

forming Growth Factor) (Braun L. y col. (1988) Cell Biol : # . 
85:1539-1543; Lyons RM y Moses HL (1990) Eur. J. Biochem/" 
187:467-473) . 

15 El termino TGF se utilizo, por primera vez, para des-* 

cribir la actividad producida por una linea celular trans- : " 
formada con el virus del sarcoma murino (deLarco JE y 
Todaro GJ (1978) Proc. Natl. Acad. Sci . 75:4001-4005; Mizel:"* : ' 
SB y col. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. 77:2205-2208). El : .:.. : 

20 sobrenadante de estas celulas fue capaz de inducir el nor-' # J^: 
mal crecimiento, en agar blando, de celulas que necesitan;* V: 
un soporte solido para crecer. Estudios mas especif icos 
pusieron en evidencia dos clases de TGF, que se denominaron:"*: 
TGFot y TGFp, que a su vez abarcan a familias de proteinas j i j 

25 relacionadas . La familia del TGFp esta formada por 5 iso- : . : 
formas (Brand T. y Schneider MD (1995) J. Mol . Cell •! 
Cardiol. 27:5-18) de estructura dimerica (Schlunneger MP y 
Grutter MG (1992) Nature 358:430-434; Brand T. y Schneider 
MD (1995) J. Mol. Cell Cardiol. 27:5-18). Estudios de las 

30 proteinas maduras, purificadas a partir de una misma espe- 
cie-> han demostrado un alto grado de identidad entre sus 
secuencias (Tabla 1) . 

Tabla 1. Homologia entre los diferentes tipos de TGFps . 

TGFpl, TGFp2 y TGFp3 procedente de humanos, TGFp4 procedente 

35 de polio y TGFP5 procedente de rana . (Roberts AB y Sporn 
MB, 1990) . 



ft 
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% 


de 


TGF31 


TGF02 


TGF33 


TGF04 


TGF35 


TGFpl 




100 


100 








TGF02 




71 








TGFp3 




72 


76 


100 






TGF(34 




82 


64 


71 


100 




TGF05 




76 


66 


69 


72 


100 



El TGF01 se sintetiza como un precursor de 390 amino- 

acidos denominado Pre-Pro-TGFPl En una primera hidrolisis 
5 se produce la liberacion de un fragmento hidrofobo de 2 9 

aminoacidos, que da lugar al Pro-TGF(5l . Posteriormente se: # ^f 

• • • 

libera el TGFpl maduro mediante otro corte en una region.;/-. 

que precede al extremo amino del TGF(3l y que consta de dos 

argininas, dando lugar a una proteina de 112 aminoacidos: 

10 con un peso molecular de 12 kDa . Para dar lugar a la forma* — : * 
biologicamente activa, dos de estos monomeros se unen entre 
si por medio de puentes disulfuro, obteniendose un dimero;...:. 
de 25 kDa. Las modif icaciones de esta estructura provocan. 

la perdida de la funcion biologica (Barnard JA y col . . 

• • • 

15 (1990) Biochim. Biophys . Acta 1032:79-87). 

Se conoce la existencia de varios dominios dentro de 

la estructura del TGF£l, uno de estos dominios se encuentra/ 
localizado entre los aminoacidos 40 y 82 y esta implicado/r 1 
en la union del TGF01 a sus receptores celulares (Quian SW**j"* 
20 y col. (1992) Proc . Natl. Acad. Sci . 8 9:6290-6294; Bur-'"*/' 
mester JK y col. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. 90:8628- 
8632) . 



.Receptores del TGF/31 y otra.s proteinas de union 

25 

• Se han caracteri zado cinco tipos de receptores especif icos 
para el TGFpl (Cheifetz S y col. (1988) J. Biol. Chem. 
263:17225-17228 y Lopez Casillas F. y col. (1991) Cell 
67:785-795) . Estos receptores tienen distintas afinidades 

30 para los diferentes tipos de TGF|3l. Los receptores tipo I, 
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II y III son los mas conocidos hasta el momento (revisado 
en Attisano L y col (1994) Biochim. Biophys . Acta 1222:71- 
80; Derynck R. (1994) Trends Biochem. Sci . 19:548-553; 
Yingling y col. (1995) Biochim. Biophys. Acta 1242:115- 
5 136) . Tambien se han descrito los receptores de tipo IV 
(MacKay K. y Danielpour D. (1991) J. Biol. Chem. 266:9907- 
9911) y de tipo V (Ichijo H. y col. (1991) J. Biol. Chem. 
266:22459-22464). Se ha descrito tambien que los dominios 
transmembrana y citoplas-mat icos de la endoglina (Cheifetz 

10 S y col. (1992) J. Biol. Chem. 267:19027-19030; Bellon T. y 
col. (1993) Eur. J. Immunol. 23:2340-2345; Yamashita y col. 
(1995) J. Biol. Chem. 269:1995-2001; Zhang H. y col. (1996) 
J. Immunol. 156:564-573)) tiene alrededor de un 70% de 
analogia con los receptores de tipo III tanto humano como 

15 de rata. 

El RIII seria el encargado de unir el TGFpl y presen- 
tarlo a RII que a su vez formaria un complejo con RI (Yama- 
shita y col. (1994) J. Biol. Chem. 269:20172-20178) o a 
complejos en los que varias moleculas de RI se asocian con 

20 el RII (Weiss G. y Massague J. (1996) EMBO J 15:276-289). 
La interaccion RII-RI provocarla la f osf orilacion de RI y 
la posterior activacion de su serin/treonin quinasa la que 
fosforilaria a segundos mensajeros como las proteinas MADR2 
(Macias-Silva M y col., (1996) Cell 87:1215-1224). 

2 5 Papel del TGFfil en la diferenciacion y regeneracion hepa- 
tica 

Los efectos producidos son distintos dependiendo del 
momento del desarrollo y del tipo celular. 
30 . Aumento de la matriz extracelular, al actuar sobre las 
celulas estelares hepaticas (celulas de Ito) , principal 
fuente de proteinas de la matriz (Mustoe TA y col. (1987) 
Science 237:1333-1336). 

- Diferenciacion de las celulas epiteliales a hepatocitos 
35 (Florini JR y col. (1986) J. Biol. Chem. 261:16509-16513). 
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. Inhibicion del crecimiento celular durante el proceso de 
regeneracion hepatica. Este efecto es de gran importancia 
en el mantenimiento del reposo celular in vivo (Kato Y y 
col (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. 85:9552-9556). 
5 . Inhibicion de la endocitosis del receptor del factor de 
crecimiento epitelial (EGF) como se ha podido observar en 
cultivos de hepatocitos fetales de rata (Noda M. y Rodan GA 
(1987) J. Cell Physiol. 133:426-437). 

10 Papel del TGFfil en la fibrosis hepatica 

El TGFfJl se ha visto asociado a los procesos de fibro- 
sis hepatica (Czaja MJ y col. (1989) J. Cell Biol. 
108:2477-2482; Annoni G. y col. (1992) J. Hepatol 14:259- 
15 264) provocando un aumento de la produccion de las protei- 
nas de la matriz extracelular , por las celulas estelares 
hepaticas (lipocitos o celulas de Ito) , de sus receptores e 
inhibiendo la sintesis de las enzimas proteolit icas que 
degradan la matriz (Ignotz RA y Massague J . (1986) J. Biol. 

20 Chem. 261:4337-4345). En el higado el TGF(3l induce la sin- 
tesis de colageno y fibronectina en las celulas estelares 
hepaticas (Weiner FR (1990) Hepatology 11:111-117). Tambien 
existe una autorregulacion aumentando su propia sintesis, 
mediante la induccion de su ARNm. 

25 El TGFfJl tambien se ve implicado en el aumento de la 

sintesis de la a2 -Macroglobulina sintetizada por los hepa- 
tocitos y las celulas estelares hepaticas activadas. Me- 
diante la union al TGFpl y provocando su inactivacion 
(Bachem MG (1994) Ann NY Acad. Sci. 737:421-424) la a2 - 

3 0 Macroglobulina eliminaria el TGFpi de los compart imentos 
extracelulares . 

El estudio de pacientes afectados por un dano hepatico 
cronico ha mostrado que existe una correlacion entre la 

expresion del TGF01 y la expresion del ARNm para el pro- 
35 colageno tipo I y los niveles sericos de peptido tipo III 
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del procolageno (Castilla A. y col. (1991) N . Engl. J. Med. 
324 : 933-940) . 

Los pacientes con cirrosis hepatica tienen una expec- 
tativa de vida mas corta de lo normal debido a las compli- 
5 caciones que aparecen en el curso de la enf ermedad, como la 
hipertension portal o la insuf iciencia hepatica. 

E fee to del TGFftl sobre la matriz extracelular 

10 La interaccion del TGF01 con los receptores celulares 

provoca : 

- Activacion de la sintesis de procolageno, fibronectina 
(Ignotz RA y col. (1987) J. Biol. Chem. 2 62:6443-6446) y 
proteinas relacionadas , entre las que encontramos proteinas 
15 de membrana capaces de interactuar con los componentes de 
la matriz extracelular (Carter WG (1982) J. Biol. Chem. 
257 : 13805-13815) . 

. Inhibicion de la sintesis de enzimas proteoliticas capa- 
ces de degradar la matriz (Fukamizu H. y Grinnell F. (1990) 

20 Exp. Cell Res. 190:276-282). 

. Estimulacion de la sintesis de inhibidores de enzimas 
proteoliticas (Fukamizu H. y Grinnell F. (1990) Exp. Cell 
Res. 190 :276-282) . 

Todo esto induce un aumento de las interacciones de la 

25 celula con la matriz extracelular, que junto a la mayor 
reorganizacion de las proteinas que la componen, da lugar a 
un aumento en la cantidad total de matriz extracelular 
(Roberts CJ y col. (1988) J. Biol. Chem. 2 63:4586-4592). 
Estas evidencias confirman la implicacion del TGFpl en 

30 procesos de cicatrizacion (Fukamizu H. y Grinnell F. (1990) 
Exp. Cell Res. 190:276-282 ; Barnard JA y col. (1990) 
Biochim. Biophys . Acta 1032:79-87). 

Peptidos como inhibidores de la interaccion ligando recep- 
3 5 tor 
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Existe la posibilidad de utilizar pequenas moleculas, 
peptidos sinteticos, como analogos de moleculas existentes 
en el organismo, con el fin de emular su funcion. Estudios 
realizados por LeSateur y col demuestran la posibilidad de 
5 usar analogos ciclados del factor de crecimiento nervioso 
(NGF, del ingles Nerve Growth Factor) , emulando la region 
de giro P, permit iendo su union al receptor (LeSateur L. y 
col. (1996) Nature Biotechnology 14:112 0-1122). Tambien es 
posible utilizar peptidos como antagonistas de estas mo- 

10 leculas, evitando que el factor nativo interaccione con su 
receptor por un bloqueo mediado por el peptido (Lasarte JJ 
y col. (1994) J. Acquired Immune Deficiency Syndromes 
7:129-134 ; LeSateur y col. (1995) J . Biol. Chem. 270:6564- 
6569) . Estudios anteriores han demostrado la utilidad de 

15 los peptidos sinteticos como inhibidores de la interaccion 
ligando-receptor incluso en el caso de que el epitopo de 
reconocimiento no sea continuo (Daniels AJ y col. (1995) 
Mol . Pharmacol. 48:425-432). Otros estudios realizados con 
el receptor tipo II del TGFpl y con la fetuina, una glico- 

20 proteina del grupo de receptores tipo II, han demostrado la 
posibilidad de usar peptidos ciclados como inhibidores de 
la interaccion del TGFpl con el RII (Demetriou M. y col. 
(1996) J. Biol. Chem. 271:12755-12761). Con esta ciclacion 
se consigue obtener peptidos con una estructura similar a 

2 5 la que se podria dar in vivo. 

DE SCR I PC I ON PETAL LAD A DE LA INVENCION 

Por las razones indicadas mas arriba, pensamos que 
30 peptidos procedentes tanto del TGFpl como de sus recepto- 
res, o de proteinas con capacidad de union al TGFpl, po- 
drian ser inhibidores de la accion del TGFpl. Por lo que 
decidimos explorar esta posibilidad. 




35 Eleccion de los peptidos a sintetizar 
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La eleccion de los peptidos a sintetizar se realizo de 
diferente manera segun provinieran del TGF(3l o de sus 
receptores . 

5 En el caso de la secuencia del TGFPl se sintetizaron 

peptidos de 15 aminoacidos que abarcaron toda la secuencia 
del TGFPl . Cada peptido tenia 10 aminoacidos en comun con 
sus dos vecinos inmediatos. 

En el caso de las secuencias de sus receptores, los 

10 peptidos se eligieron en base a programas inf ormat icos , 
disenados en nuestro laboratorio. Uno de estos programas 
permite comparar dos secuencias aminoacidicas entre si, con *• 
el fin de predecir zonas parcialmente complementarias. Tam- 
bien se utilizaron otros programas capaces de predecir las 

15 zonas de las proteinas que se encontrarian mas expuestas, •••»:• 
en base a la hidrof obicidad e hidrof ilicidad de los amino- 
acidos que componen su secuencia. x...i* 

Sintesis de Peptidos 9 

20 

Los peptidos se sintetizaron mediante el metodo de " " 
fase solida (Merrifield (1963) J. Am. Chem. Soc . 85: 2149- .... 
54), utilizando f luorenilmetiloxicarbonil (Fmoc) como grupo 
protector temporal del grupo alfa-amino (Atherton et al . 

25 (1989) Journal of Chemical Society Perkins Transactions 1: 
538-546.) . Para la sintesis de pequenas cantidades de un 
gran numero de peptidos se utilizo un sintetizador multiple 
que permite la sintesis simultanea de 96 peptidos (Borras- 
Cuesta et al . (1991) Biologicals 19: 187-190). Los peptidos 

30 se conservaron a -80°C al estado solido hasta su utiliza- 
cion . 

Purificacion de los peptidos por HPLC 

35 Los peptidos sintetizados se analizaron y purificaron 

mediante cromatograf ia llquida de alta presion (HPLC) , uti- 



• • " 



- 9 - 

lizando un sistema Waters 600E-900 (Millipore Corp., Bed- 
ford, Estados Unidos) . 

Para el analisis de los peptidos, por HPLC analitico, 
se utiliz6 una columna Waters Radial-Pak™ C 18 300 A 15 /im, 
5 8x100mm (Millipore Corp., Bedford, Estados Unidos). El pep- 
tido se disolvio en una solucion de TFA 0,1% en agua desti- 
lada, a una concentracion maxima de 1 mg/ml . La solucion de 
peptido se inyecto (100/il) en la columna y se eluyo en un 
gradiente de agua/acetonitrilo (Figura 15) (Romil Ltd., 
10 Cambridge, Estados Unidos) ambos con 0,1% TFA a un flujo de 
1 ml/minuto. Las fracciones que contenian el peptido se de- 
tectaron por su absorbancia a 220 nm y 280 nm (photo diode 
array detector, waters 991, Millipore Corp., Bedford, Esta- 
dos Unidos) . 

15 Para su purificacion se utilizo una columna Waters 

Delta-Pak™ C 18 300 A 15 /im, 25x100mm (Millipore Corp., 
Bedford, Estados Unidos) . El peptido se disolvio y se in- 
yecto (2 ml) en las mismas condiciones que en el caso ante- 
rior, utilizandose el mismo gradiente a un flujo de 5 

20 ml/min. La fraccion que contenia el peptido puro se recogio 
en un matraz. 

EXPERT MENTAC I ON IN VITRO. ESTUDIO DE LA ACT I VI DAD DE LOS 
PEPTIDOS 

25 

Lxneas celulares 



Se utilizo una linea procedente de epitelio de pulmon 
de vison, MV-l-Lu (CCL-64, American Type Cell Culture, Vir- 
ginia, Estados Unidos) . Las celulas se cultivaron en fras- 
cos de cultivo de 162 cm 2 (Costar Corporation, Cambridge, 
Estados Unidos) en una estufa a 37°C y 5% de C0 2 , hasta al- 
canzar la subconf luencia . Se utilizo un medio completo: 
RPMI 1640 con L-glutamina ( GibcoBRL, Life Technologies 
Ltd., Paisley, Escocia) suplementado con un 5% de suero de 
ternera fetal (FCS, Biological Industries, Kibbutz Beit 
Haemek, Israel) , HEPES 10 mM (HEPES Buffer 1M, Bio- 
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Whittaker, Verviers, Belgica) y antibioticos (penicilina 
lOOU/ml y estreptomicina 100 /ig/ml) . 

Ensayo de inhibicion del crecimiento de la llnea celular 
5 MV-I-Lu 



Las celulas Mv-l-Lu crecidas tal y como se indica mas 
arriba, se despegaron del fondo de los frascos de cultivo 
utilizando 5 ml de tripsina-EDTA (Biological Industries, 

10 Kibbutz Beit Haemek, Israel) , se resuspendieron en medio 
completo y se centrif ugaron a 1500 r.p.m. durante 8 minu- 
tos . Tras la centrif ugacion las celulas se resuspendieron 
en medio completo a una concentracion de 50000 celulas/ml. 
Para la realizacion del ensayo se tomaron 10 ml de la sus- 

15 pension de celulas y se dispensaron a placas de 96 pocillos 
de fondo piano (Costar Corporation, Cambridge, Estados 
Unidos) afiadiendo 100 /zl/pocillo, y se incubaron durante 
toda la noche a 37°C y 5% de C0 2 , lo que permite la adhesion 
de las celulas al fondo de los pocillos. Una vez traris- 

20 currido este tiempo se afiadieron los peptidos a ensayar en 
RPMI, a una concentracion final de 2 00 /zg/ml en presencia 
de una concentracion de 2 00 pg/ml de TGFSl en RPMI (R&D 
Systems Europe Ltd. , Abingdon, Reino Unido) . La concentra- 
cion final de FCS en el pocillo fue del 2,5%. Tras 24 horas 

25 de incubacion se afiadio 1 /xCi de timidina tritiada por 
pocillo ( [metil - 3 H] - timidyne 25 Ci/mmol, Amersham Life 
Science, Buckinghamshire , Reino Unido) y se incubo durante 
12 horas adicionales (Grubeck-Loebenstein B. y col. (1989) 
J. Clin. Invest. 83:764-770; Brennan FM y col. (1990) Clin. 

30 Exp. Immunol. 81:278-285). 

Una vez terminados los periodos de incubacion las 
celulas se despegaron del fondo de los pocillos con trip- 
sina-EDTA y se recogieron utilizando un recolector manual 
(TiterteTc cell harvester, Skatron Instruments Inc., 

35 Sterling, Estados Unidos) que lisa las celulas recogiendo 
el ADN en filtros de nitrocelulosa (Filter MAT 11731, 
Skatron Instruments Inc., Sterling, Estados Unidos) donde 
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queda fijado. Los filtros se colocaron individualmente en 
tubos de polipropileno de 5 ml a los que se anadio 4 ml de 
liquido de centelleo (Biogreen- 11 , Reactivos Scharlau S.A., 
Barcelona, Espana) . La actividad de cada tubo se cuantifico 
durante 90 segundos en un contador de centelleo p LKB (Beta 
plate system, LKB, Upssala, Suiza) . 

Estudio de la inhibicion de la union del TGFfil a los 
receptores celulares 

Marcaje selectivo de los receptores celulares (Affinity 
labeling) : 

Las celulas MV-l-Lu se despegaron de los frascos de 
cultivo incubandolas a 37 °C durante 10 minutos, con 10 ml . 
de la solucion 1 (NaCl 128 mM, KCl 5 mM, 4 - (2 -hidroxiet il ) - I 
1-piperazinetanosulf onato 25 mM a pH 7,5, glucosa 5 mM y 
EDTA 1 mM) . Las celulas asi despegadas se resuspendieron en 
la solucion 2 (NaCl 128 mM, KCl 5 mM, 4- (2 -hidroxietil ) -1- * 
piperazinetanosulf onato 50 mM a pH 7,5, CaCl 2 1,2 mM, MgS0 4 " 
1,2 mM y 5 mg/ml BSA) y se recogieron por centrif ugacion a " 
1000 x g. durante 5 minutos. Tras la centrif ugacion las ce- : 
lulas se resuspendieron en la solucion 2 a una concentra- 

6 

cion de 10 celulas/ml . 

A partir de esta suspension celular se hicieron all- " 
cuotas de 0,5 ml en placas de 24 pocillos (Greiner GmbH, 
Frickenhausen, Alemania) donde se afiadieron los peptidos, 
en 50 jil de una solucion 0,8 mg/ml, se incubaron durante 2 
horas a 4°C en agitacion. Posteriorment e se afiadio 125 I-TGFf3l 
{2fiC±) a una concent racion final de 277,2 pM { 125 I-TGF(3l 
human recombinant 8 00 -2200Ci/mmol , Amersham Life Science, 
Buckinghamshire, Reino Unido) y se incubo durante otras dos 
horas a 4°C en agitacion. 

Tras la incubacion, las celulas se transf irieron a un 
tubo de centrifuga donde se centrif ugaron en frio a 12000 x 
g. durante 1 minuto. Posteriormente se lavaron 2 veces en 
solucion 2 fria y se resuspendieron en 0 , 5 ml de solucion 2 
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fria, 5 fil de dimetil sulfoxido (DMSO 99,5%, Sigma Chemical 
Co., St. Louis, Estados Unidos) y disuccimidil suberato 
(DSS, Pierce Chemical Co., Rockford, Estados Unidos) dando 
una concentracion final 0,25 mM de DSS. La reaccion se de- 
5 tuvo a los 15 minutos por dilucion, centrif ugacion y lavado 
con una solucion que contiene sacarosa 0,25M, Tris 10 mM y 
EDTA 1 mM a pH 7,4. El precipitado de celulas se resus- 
pendio en 0,5 ml de Triton x-100 (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, Estados Unidos) 1% v/v, Tris 10 mM a pH 7,0, EDTA 

10 1 mM, Fenilmetilsulf onil fluoruro 0,lmM, Pepsatin 1/zg/ml y 
Leupeptin l^g/ml (Sigma Chemical Co., St. Louis, Estados 
Unidos) y se incubo durante 4 0 minutos a 4°C. La fraccion 
insoluble en detergente se separa por centrif ugacion a 
12000 x g. durante 15 minutos. Las fracciones solubles en 

15 detergente (sobrenadante) e insoluble (precipitado) se con- 
gelaron a -20°C (Massague J. y Like B. (1985) J. Biol. 
Chem. 260:2636-2645). 

Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida- 
2 0 dodeci lsulfato- sodi co 



Las fracciones soluble e insoluble en detergente se 
utilizaron para analisis electrof oret icos en geles de 
acrilamida/bisacrilamida al 7,5% durante 5-6 horas a 220 
25 voltios. 

La tincion de las proteinas se realize con una solu- 
cion de comassie brillant blue® R250 (Serva Feinbiochemica 
GmbH, Heidelberg, Alemania) en metanol 50%, acido acetico 
10% y agua destilada, durante 30 minutos. Los lavados 
30 posteriores se realizaron con una solucion de metanol 50%, 
acido acetico 10% y agua destilada durante 15 minutos, en 
un primer lavado y metanol 2,5%, acido acetico 0,5% y agua 
destilada, en los siguientes lavados, hasta la eliminacion 
del color de fondo. 

35 



Citometria de flu jo 
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La inhibicion de la union del TGFpi, mediada por los 
peptidos, a los receptores celulares se midio mediante el 
metodo de inmunof luorescencia directa. Para ello se utilize 
un Kit de inmunof luorescencia (Fluorokine rh TGFE-biotin, 
5 R&D Systems Europe Ltd. , Abingdon Reino Unido) . Este ensayo 

esta basado en la capacidad de union del TGFpi biotinilado 
a los receptores celulares, de forma especifica y la poste- 
rior interaccion de la biotina con avidina f luoresceinada ; 
de tal forma que la intensidad de la senal dependera de la 

10 cantidad de TGFpi unido a los receptores celulares. 

Las celulas MV-l-Lu crecidas en frascos de 162 cm 2 se 
despegaron utilizando la solucion 1 (descrita anteriormen- 
te) y se resuspendieron en suero fisiologico para su cen- 
trifugacion a 500 x g. durante 5 minutos . Tras la centrifu- 

15 gacion las celulas se resuspendieron de nuevo en suero 
fisiologico a una concentracion de 4xl0 6 celulas/ml . Se 
anadieron 25 /il de la suspension celular a tubos de boro- 
silicato de 12x75 mm a los que se anadio el peptido a 
ensayar en 40 fxl de medio RPMI 1640, dando una concentra- 

20 cion final de 0,42 fig/fxl y 10 fxl de TGFpi biotinilado. Como 
control de la especif icidad se anadio 10 /il de un reactivo 
biotinilado suministrado por el Kit, como control positivo 
se anadio 10 fil de TGFSl biotinilado y como control negati- 
ve se afiadio 20 /il de un anticuerpo bloqueante anti-TGFSl. 

25 En todos los controles se anadio suero fisiologico hasta 
alcanzar un volumen total de 75 /il . Todos los tubos se 
incubaron durante una hora a 4°C en oscuridad. 

Transcurrido el periodo de incubacion se anadio 10 pi 
de avidina f luoresceinada y se incubo durante 30 minutos a 

30 4°C en oscuridad, tras los que se afiadio 2 ml de una solu- 
cion de lavado (RDF1) y se centrifugo a 500 x g durante 6 
minutos. El precipitado celular se resuspendio en 0,2 ml de 
PBS frio para el analisis citometrico {FACScan, Becton 
Dickinson Immunocy tome try Systems, California,, Estados Uni- 

35 dos) . Este procedimiento permite medir la f luorescencia 
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emitida por cada celula al incidir sobre ella un haz de 
laser mediante un programa informatico {Lisys™ II , Becton 
Dickinson Immunocytometry Systems, California , Estados Uni- 
dos) . En la Figura 16 se muestra una imagen tlpica del 
5 analisis por citometrla de flujo. 

Para la obtencion de los datos de inhibicion de la 
union del TGFpl a los receptores se utilizo el control po- 
sitivo del ensayo para delimitar los campos correspondien- 
tes a las celulas marcadas, que han unido al TGFpl-biotina, 

10 (M2) y a las celulas no marcadas (Ml) . Una vez delimitados 
los campos se calculo el porcentaje de celulas que se en- 
contraba dentro de cada uno. Se hizo lo mismo con los datos 
obtenidos cuando se incubaba el peptido con TGFpl-biotina o 
con las celulas, segun fueran procedentes de. los receptores 

15 o del TGF01 respectivamente. Con estos datos se calculo el 
porcentaje de inhibicion de cada peptido utilizando la si- 
guiente formula: 100 - ( (M2 Peptido-M2 Negativo) xl 00/ (M2 
Positivo-M2 Negativo) ) . 

2 0 EXPERIMENTACION IN VIVO. MODELO DE FIBROSIS EXPERIMENTAL 

Se utilizaron ratas blancas macho (raza Wistar albi- 
na) , procedentes de camadas simultaneas (5 semanas ± 1,5 
semanas) , con el fin de obtener un grupo homogeneo en edad, 
25 y peso inicial . A lo largo del periodo de experimentacion, 
los animales fueron mantenidos en condiciones de tempera- 
tura constante (22 °C) y con un ciclo luz/oscuridad de 12 
horas . Tuvieron libre acceso al agua y a la comida. 

Se indujo cirrosis hepatica (CH) mediante inhalacion 

3 0 de tetracloruro de carbono, durante 11 semanas, dos veces 

por semana (Lopez Novoa JM y col (1976) Patologia IX: 223- 
240; Camps J. y col. (1987) Gastroenterology 93:498-505). 
La exposicion al CC1 4 se efectuo haciendo burbujear aire 
comprimido, a un flujo de 3 litros/minuto, a traves de un 
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frasco lavador de gases. Se comenzo con un minuto de expo- 
sicion, aumentando en un minuto por semana hasta llegar a 4 
minutos en la cuarta semana. Durante la quinta semana no se 
administro CC1 4/ comenzando de nuevo a la sexta semana con 
5 una exposicion de 5 minutos. Este tiempo de exposicion se 
mantuvo hasta la semana 11. En el agua de bebida se anadio 
400 mg/1 de fenobarbital (Luminal®, Bayer, LeverJcusen, Ale- 
mania) , desde una semana antes de iniciar la exposicion al 
CC1 4 y hasta el final del periodo de experimentacion. Antes 
10 de iniciar el tratamiento se dejo una semana, en la que no 
se les administro CC1 4 . Durante el tratamiento se les admi- 
nistro una dosis semanal de CC1 4/ como recuerdo (Figura 2) . 

Dis tribucion de los animales 

15 

Los animales se distribuyeron en 4 grupos antes de 
iniciarse el proceso de induccion de la cirrosis hepatica. 
Controles Sanos (Co) : Animales que no fueron sometidos al 
proceso de fibrosis. 

20 

Controles Sanos tratados (Co+P144) : Animales que no fueron 
sometidos al proceso de fibrosis y se les administro el 
peptido P144 durante las 3 ultimas semanas (coincidiendo en 
el tiempo con el tratamiento del grupo de ratas Tto 2 ) . 

25 

Controles Cirroticos 1 (Ci 1 ) : Animales sometidos al proceso 
de induccion de cirrosis por inhalacion de CC1 4 dos veces 
por semana. Estos animales se separaron en 2 grupos al 
llegar a la quinta semana: 

30 

Controles cirroticos 1 (Ci ^: Animales que siguieron 
sometidos al proceso de induccion de la fibrosis hasta 
la semana 11, sin administrarles el peptido P144 . Se 
les administro suero salino en dias alternos, durante 
35 todo el proceso de induccion (semanas 5 a 11) . 
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Cirroticos Tratados 1 (Tto 1 ) : Animales a los que se le 
administro el peptido P144 procedente de la secuencia 
del receptor tipo III, en dias alternos, durante el 
proceso de induccion de la fibrosis, desde la semana 5 
5 hasta la semana 11. 

Controles Cirroticos 2 (Ci 2 ) : Animales que siguieron some- 
tidos al proceso de induccion de la fibrosis sin recibir el 
peptido P144 ni suero salino. Este grupo se subdividio en 
10 otros dos al llegar a la semana 11. 



Controles Cirroticos 2 (CiJ : Animales cirroticos que 
no fueron sometidos a ningun tipo de tratamiento, man- 
teniendose como controles. Estos animales recibieron 
15 inyecciones de suero salino durante 3 semanas (semanas 

13 a 15) . 



Cirroticos Tratados 2 [TtoJ : Animales cirroticos que 
fueron tratados con el peptido procedente de la se- 
20 cuencia del receptor tipo III (P144) , durante 3 sema- 

nas (semanas 13 a 15) . 



Tra tajr?iento de los animales 

25 - Grupo Tto x : Estos animales fueron sometidos a tratamiento 
durante el proceso de fibrosis. El tratamiento con el 
peptido se inicio en la quinta semana, (antes de la 
exposicion al CC1 4 durante 5 minutos) y se continuo hasta 
finalizar las once semanas del proceso de induccion de 

30 cirrosis. 

. Grupo Tto 2 : Estos animales fueron sometidos a tratamiento 
despues de finalizado el proceso de induccion de cirrosis 
(11 semanas) . El tratamiento se inicio una semana despues 
de la ultima inhalacion de CC1 4 y se continuo durante 21 
35 dias. 

Antes de iniciar el tratamiento y al finalizarlo se 
extra jo sangre a todos los animales sometidos al tratamien- 
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to con el peptido. El peptido fue administrado por inyec- 
cion subcutanea, en la zona abdominal a una dosis de 7 0 
/xg/animal en 500 fil de suero fisiologico. 

5 Sacrificio de los animales y diseccion del higado 

Finalizado el tratamiento de los animales con el 
peptido, tanto en el modelo con ratas como en el de rato- 
nes, se sacrificaron por decapitacion, despues de haberles 
10 extraido sangre del plexo retrorbital con un capilar. 

Inmediatamente despues se procedio a la diseccion del 
higado y la recogida de muestras . 

Se cortaron las muestras y se introdujeron en formol 
como solucion fijadora, para su posterior analisis histolo- 
15 gico. Otros fragmentos se introdujeron en criotubos, que 
tras la inmersion en nitrogeno liquido se conservaron a 
-80°C. 

Evaluaclon anatomopatologica del . higado 

20 

El estudio histologico se realizo en fragmentos de 
higado previamente fijados en formol durante al menos 24 
horas, transcurridas las cuales se introdujeron en etanol 
(70%) . 

25 Tras la deshidratacion se procedio a la inclusion en 

bloques de parafina. De los bloques obtenidos se realizaron 
cortes seriados de 3 /xm de espesor, empleando un microtomo 
de rotacion Leitz y cuchillas de acero. Previamente a la 
tincion los cortes se desparaf inaron en xilol (AnalaR, BDH, 

3 0 Poole, Reino Unido) durante 15 minutos, despues de calen- 
tarlos a 60°C en una estufa, durante 15 minutos, y se hi- 
drataron mediante pasos sucesivos por alcoholes de concen- 
tracion decreciente 100%, 96%, 80% y 70% finalizando en 
agua. Se realizaron las siguientes tinciones: 

3 5 Hematoxilina-Eosina . 

Tricromico de Masson (Locquin M, y Langeron, (1985) en 
Manual de Microscopia Ed. Labor S.A Barcelona): Utiliza un 
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colorante especlfico para proteinas colagenicas (verde 
luz) . 

Rojo Sirio: Tincion especifica para colageno. 

5 Confirmacion de la fibrosis hepatica : analisis de imagen 

Para el analisis de imagen de las muestras obtenidas 
se utilizo un microscopic* de luz (Olympus BH-2, Tokio, 
Japon) conectado a una camara de video (Sony DXP-950P, Sony 
Co., Tokio, Japon), con la que se captaron los diferentes 

10 campos de cada preparacion. Se tomaron 6 campos de manera 
aleatoria a partir de cada preparacion. tenida con rojo 
sirio. Las diferentes imagenes captadas se analizaron por 
medio de un programa informatico (Visilog 4.1.5, Noesis, 
Orsay, Francia) capaz de calcular el area de fibrosis y el 

15 area total de la preparacion. Con estos datos se calculo un 
indice de fibrosis (area de f ibrosis/area total) de cada 
campo. Para poder utilizar este programa se necesito modi- 
ficar la adquisicion de las imagenes mediante la utiliza- 
cion de filtros de luz polarizada (Olympus U-POT, Tokio, 

2 0 Japon) y de luz verde (Olympus IF550, Tokio, Japon) lo que 
permitio la automatizacion del proceso de analisis de las 
muestras . 

Deteccidn de colageno en cortes de 14 jxm de tejido 

2 5 parafinado 

Los cortes de 14 fim que se utilizaron para esta 
tecnica se obtuvieron de la misma manera que los cortes de 
3 fxm anteriormente mencionados. Estos cortes fueron some- 
30 tidos a un proceso de desparaf inizacion durante 12 horas en 
xilol. Una vez eliminada la parafina, las muestras fueron 
hidratadas pasandolas por diferentes grados de alcohol 96%, 
80%, 50%, finalizando el proceso en agua destilada. 

Una vez hidratadas se sometieron a un proceso de pre- 

3 5 tincion en una solucion de 160 mg de Fast Green FCF (Fluka 

chemika-BioChemika, Buchs, Suiza) en 160 ml de acido picri- 
co (Merk, Darmstadt, Alemania) saturado durante 15 minutos 
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en oscuridad. Las muestras se lavaron por inmersion en agua 
hasta que dejaron de colorear el agua de lavado. Una vez 
eliminado el colorante sobrante, las muestras se tineron 
durante 3 0 minutos en oscuridad en una solucion de 160 mg 
5 de Direct Red 80, (Fluka Chemika-BioChemika Buchs, Suiza) y 
64 mg de Fast Green, ambos colorantes en 160 ml de acido 
picrico saturado. Se lavaron de nuevo hasta eliminar el 
colorante sobrante y se procedio a despegar las muestras de 
los portas mediante el raspado de la muestra con una % 

• • 4 

m * • 

10 espatula pequena . Los cortes asi despegados se introdujeron 
en diferentes tubos que contenian 3 ml de una solucion de 
NaOH 0,1 N (Quimon, Montplet&Esteban S.A., Barcelona, Espa- 

na) y Metanol (1:1). Se tomaron alicuotas de los diferentes : 

* * 

tubos para su lectura en el espectrof otometro (Lambda 2 : 
15 UV/VIS spectrophotometer, Perkin-Elmer, Norwalk, Estados 

Unidos) a longitudes de onda de 540 nm y 630 nm utilizan- •••••• 

dose como bianco una alicuota de la solucion de NaOH 0,1 N ! J * 
y Metanol. (Lopez de Leon A. y Rojkind (1985) Histochem : 

* • • • 

Cytochem 33:737-743; Gaudio E. y col. (1993) Int. J. Exp. ;'Y; 
20 Path. 74:463-469). 

De acuerdo a los trabajos de Gaudio E. y col. (1993) 
Int. J. Exp. Path. 74:463-469) se utilizaron las siguientes 

a • 

formulas para la obtencion de las cantidades de colageno y 

de proteina total: ...j. 

25 

mg Colageno = absorbancia a 540 nm - absorbancia a 630 nm 

37 

mg Colageno/mg proteina total = mg Colageno 

mg Colageno + mg proteinas no colagenicas 

30 

Proteinas no colagenicas = absorbancia a 63 0 nm 

3 

Tratamiento estadistico de los resultados 

35 
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Los datos obtenidos en la experiment ac ion in vivo se 
sometieron a analisis estadistico. La normalidad de las 
variables cuanti tat ivas se comprobo mediante el ensayo de 
Shapiro-Wilks . 

5 Debido a que los datos no se ajustaban a una distri- 

bucion normal se realizo estadistica no parametrica. La 
comparacion entre grupos se hi 20 mediante la H de Kruskal- 
Wallis seguida de la comparacion de U de Mann-Whitney. Los 
datos se graficaron mediante cajas representandose la me- *. 

10 diana de los datos, linea gruesa dentro de cada caja, junto 
con el rango intercuartilico, altura de la caja, mientras 
que los bigotes de cada caja representan las observaciones 
mas altas y mas bajas dentro de un determinado rango inter- : 
cuartilico. : 

15 La asociacion entre variables se estudio mediante la 

prueba exacta de Fisher. Se realizo una regresion logistica 
para estudiar la independencia de la asociacion de estas 
variables. ; 

Se considero signif icat ivo el valor de P igual o menor ;*V: 

2 0 de 0,05. 

Todos los analisis estadisticos se realizaron utili- 
zando el programa SPSS para Windows V 6.1.3. 



INHIBICION IN VITRO DE LA ACTIVIDAD DEL TGFftl 

25 

Ensayo de inhibicion del crecimiento celular de la linea. 
MV-l-Lu 



El TGFpl es una citoquina capaz de inhibir el creci- 
30 miento in vitro de la linea celular MV-l-Lu (Grubeck- 
Loebenstein B. y col. (1989) J. Clin. Invest. 83:764-770; 
Brennan FM y col. (1990) Clin. Exp. Immunol. 81:278-285), 
por lo que esta linea se utilizo para ensayar el efecto 
bloqueante de los peptidos sobre el TGFpl. Tras diferentes 
35 combinaciones de medios, celulas y timidina se estudio el 
efecto de distintas concentraciones de TGFPi sobre la in- 
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corporacion de [metil-3H] timidina, por parte de las celu- 
las MV-l-Lu en cultivo, hasta determinar las condiciones 
mas adecuadas para el ensayo. Estas condiciones se muestran 
en la Figura 3 . 

5 Una vez determinadas tanto la concent racion optima de 

celulas MV-l-Lu (5000 celulas/pocillo) como la menor con- 
centracion de TGFpi capaz de producir una inhibicion de al- 
rededor del 90% (200 pg/ml # Figura 18) se ensayo el efecto 
inhibitorio de los peptidos sinteticos a la concentracion 
10 de 2 00 jig/ml. 

Inhibicion in vitro de la actividad del TGFSl mediante 
peptidos sinteticos 

15 Los peptidos sinteticos potencialmente inhibidores de 

la actividad del TGFpl, elegidos tal como se indica mas 
arriba en la seccion: eleccion de los peptidos a sintetizar 
(tanto los procedentes de proteinas que se unen al TGFpl 
como del propio TGFpl ) se ensayaron utilizando la linea 

20 celular MV-l-Lu. Los peptidos se disolvieron en medio RPMI 
tamponade, libre de suero de ternera fetal y se procedio 
como sigue : 

Los peptidos pertenecientes a la secuencia del re- 
ceptor, o complementarios a los picos de hidrof ilicidad del 

25 TGFSl, se incubaron durante 30 minutos en presencia de esta 
citoquina y luego se agregaron al cultivo celular. Los pep- 
tidos procedentes de la secuencia del TGFpl se anadieron al 
cultivo celular antes de la adicion del TGFpl, para que 
interaccionaran con los receptores de la superficie celu- 

30 lar. Estas incubaciones se realizaron en 100 /xl del mismo 
medio que el utilizado para anadir las celulas. Los pep- 
tidos activos permitieron el crecimiento celular en mayor o 
menor grado segun fuera su capacidad de inhibir al TGFpl. 
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Inhibicion del TGFfil mediante peptidos procedentes del 
TGFfil 

En una primera etapa se sintetizaron peptidos sola- 
5 pados procedentes del TGFpl . Estos peptidos (Tabla 2) se 
sintetizaron pensando que alguno de ellos podria unirse a 
los receptores celulares, impidiendo de esta manera la 
union del TGF01 natural a estos receptores. 



10 Tabla 2. Peptidos procedentes del TGF01 . Se indica el nume- 
ro del peptido junto a su posicion en la secuencia comple- 
ta, as! como su secuencia de aminoacidos. Por comodidad de 
sintesis todos los peptidos se sintetizaron con una alanina 

afiadida en el extremo C- terminal que no se indica en la 

15 tabla. 

Peptido Secuencia 

PI (280-293) AlaLeuAspThrAsnTyrCysPheSerSerThrGluLysAsn 

P2 ( 284-297} AsnTyrCysSerSerThrGluLysAsnCysCysValArg 

P3 (26B-30U SerSerThrGluLysAsnCysCysValArgGlnLeuTyrlle 

P4 (294-307) CysCysValArgGlnLeuTyrlleAspPheArgLysAspLeu 

P5 (290-31:; GlnLeuTyrlleAspPheArgLysAspLeuGlyTryLysTry 

P6 O02-315) AspPheArgLysAspLeuGlyTryLysTrylleHisGluPro 

P7 (306-3:9) AspLeuGlyTryLysTrylleHisGluProLysGlyTyrHis 

p8 {308-32D GlyTryLysTrylleHisGluProLysGlyTyrHisAlaAsn 

p 9 (312-325) IleHisGluProLysGlyTyrHisAlaAsnPheCysLeuGly 

P1 ° (316-329) LysGlyTyrHisAlaAsnPheCysLeuGlyProCysProTyr 

Pll {31 9_333, HisAlaAsnPheCysLeuGlyProCysProTyrlleTrySerLeu 

PI 2 (322-335) PheCysLeuGlyProCysProTyrlleTrySerLeuAspThr 

PI 3 (326-339) ProCysProTyrlleTrySerLeuAspThrGlnTyrSerLys 

PI 4 ( 33o-34 3) IleTrySerLeuAspThrGlnTyrSerLysValLeuAlaLeu 

PI 5 (335-349) ThrGlnTyrSerLysValLeuAlaLeuTyrAsnGlnHisAsnPro 

PI 6 (336-349) GlnTyrSerLysValLeuAlaLeuTyrAsnGlnHisAsnPro 

PI 7 (340-353} ValLeuAlaLeuTyrAsnGlnHisAsnProGlyAlaSerAla 

PI 8 (343-35B, LeuTyrAsnGlnHisAsnProGlyAlaSerAlaAlaProCysCys 

PI 9 ( 344-358) TyrAsnGlnHisAsnProGlyAlaSerAlaAlaProCysCys 

P2 0 (34 8 _3 6 o) AsnProGlyAlaSerAlaAlaProCysCysValProGln 

P21 { 350-363) GlyAlaSerAlaAlaProCysCysValProGlnAlaLeuGlu 

P22 (354-367, AlaProCysCysValProGlnAlaLeuGluProLeuProIle 

P23 (356-37!, ValProGlnAlaLeuGluProLeuProIleValTyrTyrVal 

P24 (364-377) ProLeuProIleValTyrTyrValGlyArgLysProLysVal 

P2 5 (368-3BD ValTyrTyrValGlyArgLysProLysValGluGlnLeuSer 

P2 6 (372-395, GlyArgLysProLysValGluGlnLeuSerAsnMetlleVal 

P2 7 {37e _ 3gi) GluGlnLeuSerAsnMetlleValArgSerCysLysCysSer 
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En la Figura 4 se muestra el efecto inhibitorio de los 
peptidos de la Tabla 6 sobre la actividad del TGFpl. Puesto 
que el TGFpl inhibe el crecimiento de las celulas MV-l-Lu, 
5 la inhibicion de esta citoquina mediante los peptidos 
conlleva el restablecimiento del crecimiento de las celulas 
MV-l-Lu. 

Como se puede observar en la Figura 4 el peptido P12, 
procedente de la secuencia del TGFpl, es el que presenta 
10 una mayor actividad inhibitoria del TGFpl. Con el fin de 
estudiar con mas detalle el efecto inhibitorio del peptido 
P12 se realizo un estudio del efecto de la concentracion 
del peptido sobre la inhibicion de la citoquina, el cual se 
indica a continuacion. 

15 

Ensayo dosis -respuesta de la inhibicion del TGFfil por el 
peptido P12 

Se estudio el efecto de la concentracion del peptido 
P12 sobre la inhibicion de la actividad del TGFpl. Debido a 

2 0 que este peptido no fue facilmente soluble en el medio de 

ensayo, se prepararon soluciones o suspensiones madre de 
concentracion nominal de peptido (aquella que se hubiera 
logrado si el peptido se hubiera disuelto completamente) y 
a partir de ellas se tomaron alicuotas que se filtraron o 
25 bien se usaron directamente para los ensayos de inhibicion. 

En la Figura 5 se estudia el efecto inhibidor de con- 
centraciones nominales de peptido, antes y despues de fil- 
trar. Se observa que el peptido P12 filtrado y sin filtrar 
tiene pract icamente la misma actividad. 

3 0 Una vez obtenidos los resultados con el peptido P12 se 

decidio alargar el peptido tanto, en el sentido N-terminal 
como C-terminal y estudiar el efecto sobre su actividad. 
Ademas se hicieron modif icaciones en su secuencia para me- 
jorar su solubilidad y estudiar la importancia de las dos 
35 Cisteinas de su secuencia sobre la actividad inhibitoria 
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del TGFpl. Los peptidos sintetizados se indican en la Tabla 
3 . 

Tabla 3. Peptidos procedentes de la modif icacion del 
5 peptido P12 . 

Peptido Secuencia 

PI 2 (322-335) PheCysLeuGlyProCysProTyrlleTrySerLeuAspThr 

10 

P2 8 { 322-344) PheCysLeuGlyProCysProTyrlleTrySerLeuAspThrGlnLysVal 
LeuAlaLeuTyr 

P2 9( 31 3_335) HisGluProLysGlyTyrHisAlaAsnPheCysLeuGlyProCysProTyr 
IleTrySerLeuAspThr 

15 P30 PheSerLeuGlyProCysProTyr IleTrySerLeuAspThr 

P31 PheCysLeuGlyProSerProTyr IleTrySerLeuAspThr 

P32 PheSerLeuGlyProSerProTyr IleTrySerLeuAspThr 

P33 PheCysLeuGlyProCysProTyrlleTrySerAspAspAsp 
P34 AspAspAspGlyProCysProTyr IleTrySerLeuAspThr 

2 0 P35 AspAspAspGlyProCysProTyr I leTrySerAspAspAsp 

P3 6 GlyProCysProTyrlleTrySerAspAspAsp 
P37 AspAspAspGlyProCysProTyr I leTrySer 

P3 8 AspGlyProCysProTyrlleTrySerAsp 

25 

En la Figura 6 se muestran los resultados de la inhi- 
bicion del TGFpl por parte de los peptidos de la Tabla 3 . 

En la Figura 6 se observa que el peptido P29 es acti- 
ve Este peptido engloba al peptido P12 probado anterior- 

30 mente y tiene 9 aminoacidos mas hacia el extremo N-terminal 
(Figura 4). Estudios realizados por Quian SW y col. (1992) 
Proc . Natl. Acad. Sci . 89:6290-6294) y por Burmester JK y 
col. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. 90:8628-8632) mediante 
la utilizacion de proteinas quimericas recombinantes iden- 

35 tificaron una region del TGF(3l necesaria para la actividad 
de esta citoquina (aminoacidos 40 a 82, en la secuencia del 
TGFpl maduro) . Se especulo que el peptido P29 (aminoacidos 
34 a 56, en la secuencia del TGFpl maduro) al abarcar una 
zona mayor que el peptido P12 (aminoacidos 43 a 56) , podria 

40 adquirir una estructura tridimensional mas seme j ante a la 
estructura del TGFpl en circulacion. Por este motivo se 
utilizo el peptido P2 9 para ensayos de union a los recepto- 
res celulares, basados en el marcaje por afinidad. 
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Ensayos de inhibicion de la union del TGFfil a sus 
receptores por el peptido P29 (marcaje por afinidad) 

5 El peptido P29 procedente de la secuencia del TGFpi, 

se utilizo en los ensayos de marcaje por afinidad para 
comprobar su capacidad de inhibicion de la union del TGF(3l 
a sus receptores celulares (Material y Metodos) . 

Debido a la diferente actividad de los lotes de 125 I- 

10 TGF01 empleados, las concentraciones de peptido utilizadas 
en los ensayos se ajustaron en funcion de la concentracion 
del lote 125 I-TGFPl utilizado en cada caso. Los resultados de 
estos ensayos se muestran en las Figuras 7 y 8. 

Se realizaron ensayos posteriores para buscar la con- 

15 centracion minima necesaria para bloquear la union del 125 I- 

TGFPl a los receptores celulares. 

Inhibicion del TGFpi mediante peptidos procedentes de la 
secuencia del receptor de tipo III de rata 

20 

Con el proposito de encontrar nuevos peptidos inhibi- 
dores de la actividad del TGFpi se sintetizaron peptidos 
procedentes del receptor tipo III de rata. Algunos peptidos 
se eligieron en base a zonas de su secuencia que fueron 
25 predichas como complementarias a bloques de aminoacidos de 
la secuencia del TGFpi. Se esperaba que estos peptidos fue- 
ran capaces de unirse al TGFpi libre, secuestrandolo e 
impidiendo su union a los receptores celulares. 

Otros peptidos se sintetizaron solapando 10 aminoaci- 
3 0 dos y cubriendo parte de la zona extracelular del receptor 
de tipo III (aminoacidos 45 a 410) . Se ha descrito que 
existe un receptor tipo III soluble que se corresponde con 
la zona extracelular del receptor, esta zona se corta de la 
membrana y actua como un secuestrador del TGFpi en circu- 
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lacion (Lopez Casillas F. y col. (1991) Cell 67:785-795). 
Estudios posteriores han descrito dos posibles zonas de 
union al TGFpi , una de ellas se encuentra en el extremo N- 
terminal del receptor (Lopez-Casillas y col. (1994) J. Cell 
5 Biol. 124:557-568) y la otra se encuentra en la zona mas 
proxima a la membrana, hacia el extremo C-terminal (Fuku- 
shima D. y col. (1993) J. Biol. Chem. 268:22710-22715; 
Pepin MC y col. (1995) FEBS Lett 3 77:368-372). Por estos 
motivos se sintetizaron peptidos de la zona extracelular de 
10 este receptor suponiendo que estos peptidos podrian ser 
capaces de secuestrar el TGF|3l circulante. 

En la Tabla 4 se muestran los peptidos sintetizados . 

Tabla 4. Peptidos procedentes del receptor tipo III de 
15 rata. Se indica el numero del peptido y su secuencia. P3 9 a 
?65 son peptidos predichos como complementarios al TGF{3l y 
P66 a P138 son peptidos solapados que cubren la region ex- 
tracelular del receptor. Por comodidad de sintesis todos 
los peptidos se sintetizaron con una alanina anadida en el 
20 extremo C-terminal que no se indica en la tabla. 

Peptido Secuencia 

P3 9 (91 - 10 2) AsnProIleAlaSerValHisThrHisHisLysPro 

P4 0 (104 -ii5) ValPheLeuLeuAsnSerProGlnProLeuValTry 

P4 l a o9-i20) SerProGlnProLeuValTryHisLeuLysThrGlu 

P4 2 ( no-i2i) ProGlnProLeuValTryHisLeuLysThrGluArg 

P4 3 (333-344) TryAlaLeuAspAsnGlyTyrArgProValThrSer 

P4 4 (4 28-439) ProIleValProSerValGlnLeuLeuProAspHis 

P4 5(555_ 566 , GlyAspGluGlyGluThrAlaProLeuSerArgAla 

P4 6 t56 3.57 4 ) LeuSerArgAlaGlyValValValPheAsnCysSer 

P4 7 (603-614) LeuPheLeuValProSerProGlyValPheSerVal 

P4 8 ( 605-6i6) LeuValProSerProGlyValPheSerValAlaGlu 

P4 9 ( 707-7i8) GluLeuThrLeuCysSerArgLysLysGlySerLeu 

P5 0(712-723) SerArgLysLysGlySerLeuLysLeuProArgCys 

P5 1(717-728) SerLeuLysLeuProArgCysValThrProAspAsp 

P5 2 (722-733) ArgCysValThrProAspAspAlaCysThrSerLeu 

P5 3 (727-738) AspAspAlaCysThrSerLeuAspAlaThrMetlle 

P5 4 (731-742) ThrSerLeuAspAlaThrMetlleTryThrMetMet 

P5 5 (732-743) SerLeuAspAlaThrMetlleTryThrMetMetGln 

P5 6(737-748) MetlleTryThrMetMetGlnAsnLysLysThrPhe 

P5 7 {742-752) MetGlnAsnLysLysThrPheThrLysProLeuAla 

P5 8 (747-759) ThrPheThrLysProLeuAlaValValLeuGlnVal 

P5 9 ( 7 6i -775) LysGluAsnValProSerThrLysAspSerSerProIleProPro 

P60, 7 66-7 80) SerThrLy sAspSer Ser Pro I leProProProProProGlnl le 



- 27 - 

P6 1(771-785) SerProIleProProProProProGlnllePheHisGlyLeuAsp 

P62 (776-790) ProProProGlnllePheHisGlyLeuAspThrLeuThrValMet 

P63 ( 761-795) PheHisGlyLeuAspThrLeuThrValMetGlylleAlaPheAla 

P6 4 ( 786-eoo) ThrLeuThrValMetGlylleAlaPheAlaAlaPheVallleGly 

P65 (797-eo9) LeuLeuThrGlyAlaLeuTryTyrlleTyrSerHis 

P 6 6(45-59) LeuMetGluSerPheThrValLeuSerGlyCysAlaSerArgGly 

P67 

(50-64) ThrValLeuSerGlyCysAlaSerArgGlyThrThrGlyLeuPro 

P6 8 (55-69) CysAlaSerArgGlyThrThrGlyLeuProArgGluValHisVal 

P69 (60 -74) ThrThrGlyLeuProArgGluValHisValLeuAsnLeuArgSer 

P7 0( 6 5-79i ArgGluValHisValLeuAsnLeuArgSerThrAspGlnGlyPro 

P7 l { 7o-e4) LeuAsnLeuArgSerThrAspGlnGlyProGlyGlnArgGlnArg 

P7 2 ( 75-89) ThrAspGlnGlyProGlyGlnArgGlnArgGluValThrLeuHis 

P7 3 (80-94) GlyGlnArgGlnArgGluValThrLeuHisLeuAsnProIleAla 

P7 4 { 85-99) GluValThrLeuHisLeuAsnProIleAlaSerValHisThrHis 

P7 5 (90-104) LeuAsnProIleAlaSerValHisThrHisHisLysProIleVal 

P7 6 (9 5-io9) SerValHisThrHisHisLysProIleValPheLeuLeuAsnSer 

P7 7 doo-114) HisLysProIleValPheLeuLeuAsnSerProGlnProLeuVal 

P7 8 a0 5_ 119 ) PheLeuLeuAsnSerProGlnProLeuValTryHisLeuLysThr 

P7 9 (110 -i24) ProGlnProLeuValTryHisLeuLysThrGluArgLeuAlaAla 

P8 0 ( n5-i29j TryHisLeuLysThrGluArgLeuAlaAlaGlyValProArgLeu 

P8 l(i2o-i34) ArgLeuAlaAlaGlyValProArgLeuPheLeuValSerGluGly 

P8 2 (125-139) GlyValProArgLeuPheLeuValSerGluGlySerValValGln 

P8 3 (13 o-i44) PheLeuValSerGluGlySerValValGlnPheProSerGlyAsn 

P8 4(i35-i49j GlySerValValGlnPheProSerGlyAsnPheSerLeuThrAla 

P8 5 (140-154) PheProSerGlyAsnPheSerLeuThrAlaGluThrGluGluArg 

P 8 6(145-159) PheSerLeuThrAlaGluThrGluGluArgAsnPheProGlnGlu 

P8 7 (iso-164) GluThrGluGluArgAsnPheProGlnGluAsnGluHisLeuVal 

P8 8 a55 -i69) AsnPheProGlnGluAsnGluHisLeuValArgTryAlaGlnLys 

P8 9 ( i 60 _ 17 4) AsnGluHisLeuValArgTryAlaGlnLysGluTyrGlyAlaVal 

P 9 0(i65-i79) ArgTryAlaGlnLysGluTyrGlyAlaValThrSerPheThrGlu 

P 9 l(i7o-i84) GluTyrGlyAlaValThrSerPheThrGluLeuLysIleAlaArg 

P92 (175 -i89) ThrSerPheThrGluLeuLysIleAlaArgAsnlleTyrlleLys 

P93 ( ieo-194) LeuLysIleAlaArgAsnlleTyrlleLysValGlyGluAspGln 

P94 (18 5_ 19 9) AsnlleTyrlleLysValGlyGluAspGlnValPheProProThr 

P95 (1 9o-2oi) ValGlyGluAspGlnValPheProProThrCysAsnlleGlyLys 

P9 6( ig5 -209) ValPheProProThrCysAsnlleGlyLysAsnPheLeuSerLeu 

P97 (200-214) CysAsnlleGlyLysAsnPheLeuSerLeuAsnTyrLeuAlaGlu 

P98 (205-219) AsnPheLeuSerLeuAsnTyrLeuAlaGluTyrLeuGlnProLys 

P 9 9 (2 io-224) AsnTyrLeuAlaGluTyrLeuGlnProLysAlaAlaGluGlyCys 

PI 00(215-229) TyrLeuGlnProLysAlaAlaGluGlyCysValLeuProSerGln 

PI 01( 2 2o-234 ) AlaAlaGluGlyCysValLeuProSerGlnProHisGluLysGlu 

PI 02 (225-239) ValLeuProSerGlnProHisGluLysGluValHisIlelleGlu 

PI 03 (2 3o-244 ) ProHisGluLysGluValHisIlelleGluLeuIleThrProSer 

PI 0 4 ( 235-249) ValHisIlelleGluLeuIleThrProSerSerAsnProTyrSer 

PI 05 (240-254) LeuIleThrProSerSerAsnProTyrSerAlaPheGlnValAsp 

PI 10(265-279) AspProGluValValLysAsnLeuValLeuIleLeuLysCysLys 

PI 1 1(270-284) LysAsnLeuValLeuIleLeuLysCysLysLysSerValAsnTry 

PI 12(275-289) IleLeuLysCysLysLysSerValAsnTryVallleLysSerPhe 

PI 13(280-294) LysSerValAsnTryVallleLysSerPheAspValLysGlyAsn 

PI 14 (285-299) VallleLysSerPheAspValLysGlyAsnLeuLysVallleAla 

PI 15(290-304) AspValLysGlyAsnLeuLysVallleAlaProAsnSerlleGly 

PI 0 6(245-259) SerAsnProTyrSerAlaPheGlnValAspIlelleValAspIle 

PI 07 ( 25o-264) AlaPheGlnValAspIlelleValAspIleArgProAlaGlnGlu 

PI 08 (255-269) IlelleValAspIleArgProAlaGlnGluAspProGluValVal 

PI 0 9(260-274) ArgProAlaGlnGluAspProGluValValLysAsnLeuValLeu 

PI 1 6(295-309) LeuLysVallleAlaProAsnSerlleGlyPheGlyLysGluSer 

PI 17 ( 3oo-3i4). ProAsnSerlleGlyPheGlyLysGluSerGluArgSerMetThr 

PI 1 8 ( 305-3i9) PheGlyLysGluSerGluArgSerMetThrMetThrLysLeuVal 

PI 19(3io-324 ) GluArgSerMetThrMetThrLysLeuValArgAspAspIlePro 



4 



P120 ( 3i5-329 
P12 1(320-334 
P12 2(325-339 
P123 {3 3o-344) 
P12 4(335_3 4 g 
P125(34o_35 4 
P12 6(345-359 
P12 7(350-364 
P128(355.3 6 9 

P12 9(360-374 
P13 0(365-379 
P13 l ( 370-384; 
P132( 3 75-389 
P133 ( 3B0-394 
P13 4(3 8 5_399 

P135(3 90 -404 
P13 6(395_ 4 09 
P137 ( 400-414 
^138(405-419 
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MetThrLysLeuValArgAspAspIleProSerThrGlnGluAsn 
ArgAspAspIleProSerThrGlnGluAsnLeuMetLysTryAla 
SerThrGlnGluAsnLeuMetLysTryAlaLeuAspAsnGlyTyr 
LeuMetLysTryAlaLeuAspAsnGlyTyrArgProValThrSer 
LeuAspAsnGlyTyrArgProValThrSerTyrThrMetAlaPro 
ArgProValThrSerTyrThrMetAlaProValAlaAsnArgPhe 
TyrThrMetAlaProValAlaAsnArgPheHisLeuArgLeuGlu 
ValAlaAsnArgPheHisLeuArgLeuGluAsnAsnGluGluMet 
HisLeuArgLeuGluAsnAsnGluGluMetArgAspGluGluVal 
AsnAsnGluGluMetArgAspGluGluValHisThrlleProPro 
ArgAspGluGluValHisThrlleProProGluLeuArglleLeu 
HisThrlleProProGluLeuArglleLeuLeuAspProAspHis 
GluLeuArglleLeuLeuAspProAspHisProProAlaLeuAsp 
LeuAspProAspHisProProAlaLeuAspAsnProLeuPhePro 
ProProAlaLeuAspAsnProLeuPheProGlyGluGlySerPro 
AsnProLeuPheProGlyGluGlySerProAsnGlyGlyLeuPro 
GlyGluGlySerProAsnGlyGlyLeuProPheProPheProAsp 
AsnGlyGlyLeuProPheProPheProAspIleProArgArgGly 
PheProPheProAspIleProArgArgGlyTryLysGluGlyGlu 



10 



15 



Los peptidos de la Tabla 4 se ensayaron en cuanto a su 
capacidad de bloquear el TGFI51 en el modelo de inhibicion 
de la linea celular MV-l-Lu. Puesto que el TGF01 es capaz 
de inhibir el crecimiento de esta linea, la inhibicion del 
TGF(3l por parte de los peptidos seria capaz de restablecer 
el crecimiento celular. Estos ensayos se muestran en las 
Figuras 9 a 12. 

Como se puede ver en las Figuras 9 a 12 existen varios 
peptidos capaces de inhibir en mayor o menor grado el cre- 
cimiento de la linea celular MV-l-Lu, aunque solo el pepti- 
do P54 es capaz de inhibir casi por completo la actividad 
del TGFpl . Con el fin de realizar un estudio mas a fondo de 
este peptido se realizaron ensayos utilizando diferentes 
concentraciones de peptido f rente a una concentracion fija 
de TGFpl de 200 pg/ml . 



20 



Ensayo dosis-respuesta de la inhibicion del TGFfil por el 
peptido P54 

Se estudio el efecto de la concentracion del peptido 
P54 sobre la inhibicion de la actividad del TGFpl. Debido a 
la poca solubilidad de este peptido se prepararon solucio- 
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nes madre de concentracion nominal de peptido, tal y como 
se hizo en el caso del peptido P12 , a partir de ellas se 
tomaron allcuotas que se filtraron o bien se usaron direc- 
tamente para los ensayos de inhibicion. 
5 En la Figura 13 se estudia el efecto inhibidor de 

concentraciones nominales de peptido, antes y despues de 
filtrar. Se observa que en el filtrado del peptido P54 no 
hay actividad inhibitoria medible. 

Una vez comprobada la capacidad del peptido P54 de 

10 inhibir la actividad del TGFfil de una manera dependiente de 
la dosis utilizada se procedio a sintetizar nuevos pepti- 
des, tomando como base la secuencia del P54, con el fin de 
intentar mejorar la solubilidad y con ello su actividad a 
dosis mas bajas. Tambien se sintetizaron dos peptidos pro- 

15 cedentes del receptor de tipo III humano . Uno de estos pep- 
tidos (P144) es equivalente al peptido P54 . El otro peptido 
(P145) es similar al peptido P106 del receptor de tipo III 
de rata que tambien habia mostrado actividad. Estos nuevos 
peptidos se indican en la Tabla 5. 

20 

Tabla 5. Peptidos procedentes de la modif icacion del 
peptido P54 (peptidos P139 a P143) y del receptor de tipo 
III humano (peptidos P144 y P145) . 



25 Peptido 
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Sbcuencia 



Procedencia 



P54 (131-742) ThrSerLeuAspAlaThrMetlleTryThrMetMet 

P13 9 ThrSerLeuAspAlaThrMetlleTryAspAspAsp 
P 1 4 0 As p As p As p Al aT h r Me tlleTryTh rMe t Me t 

P141 AspAlaThrMetlleTryAsp 
PI 4 2 ThrSerLeuMetlleTryThrMetMet 
P14 3 ThrSerLeuAspAlaThrThrMetMet 
PI 4 4 (729-742) ThrSerLeuAspAlaSerllelleTryAlaMetMet 
GlnAsn 

3 5 P14 5 24 i-254) SerAsnProTyrSerAlaPheGlnValAspIleThr 

IleAsp 

El ensayo de actividad de los peptidos 



Receptor Tipo 
III Rata 



Receptor Tipo 
III Humano 
Receptor Tipo 
III Humano 

de la Tabla 



se indica en la Figura 14 . 




- 30 - 

Ensayo dosis -respuesta de la inhibicion del TGFpl por el 
peptido P144 

Se realizo un ensayo dosis respuesta con el peptido 
5 P144 procedente de la secuencia del receptor tipo III huma- 
no, con el fin de comprobar si su actividad era dependiente 
de la concentracion (Figura 15) . Se puede ver como la acti- 
vidad del peptido decae conforme se disminuye la concentra- 
cion de peptido utilizada en los ensayos . 

10 

Ensayos de inhibicion de la union del TGFpi a sus recep- 
tores por el peptido P144 (marcaje por afinidad) 

El peptido P144 procedente de la secuencia del recep- 
15 tor de tipo III humano, se utilizo en los ensayos de marca- 
je por afinidad para comprobar su capacidad de inhibicion 
de la union del TGFpl a sus receptores celulares (Material 
y Metodos) . 

Debido a la diferente actividad de los lotes de 125 I- 
20 TGF01 empleados, las concentraciones de peptido utilizadas 
en los ensayos se ajustaron en funcion de la concentracion 
del lote 125 I-TGFpi utilizado en cada caso. Los resultados de 
estos ensayos se muestran en la Figura 15. 

Una vez comprobada la inhibicion de la union del TGF&l 
25 a sus receptores celulares mediante el peptido P144, se 
realizo un nuevo ensayo con el fin de titular el peptido 
P144 . Se observo que el peptido perdia su actividad a la 
concentracion de 2xl0 5 veces la concentracion molar de 125 I- 
TGFP1 . 

30 Inhibicion del TGFfil mediante peptidos procedentes de otras 
proteinas con capacidad de unirse al TGFpl y predichos como 
complementarios al TGF/31 

En esta serie se sintetizaron los peptidos de la Tabla 
35 6 procedentes de proteinas capaces de unirse al TGFpl. 



i 
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Tabla 6. Peptidos procedentes de distintas proteinas capa- 
ces de unirse al TGFpl (receptor tipo II P146, fetuina P147 
a P149, endoglina P150 a P154 y ct2 -Macroglobul ina P155 a 
P179) . Se indica el numero del peptido junto a su posicion 
en la secuencia completa, su secuencia de aminoacidos, asi 
como su procedencia. Por comodidad de sintesis todos los 
peptidos se sintetizaron con una alanina afiadida en el 
extremo C- terminal que no se indica en la tabla. 



Peptidos 



Secuencia 



Procedencia 



P14 6 ( B4-ioii CysValAlaValTryArgLysAsnAspGluAsnlleThr 

LeuGluThrValCys 
P14 7 (H4-132) CysAspPheGlnLeuLeuLysLeuAspGlyLysPheSer 

ValValTyrAlaLysCys 
PI 4 8 (H4-132) CysAspPheHisIleLeuLysGlnAspGlyGlnPheArg- 

ValCysHisAlaGlnCys 
P14 9 {114 _ 132 , CysAspIleHisValLeuLysGlnAspGlyPheSerVal 

LeuPheThrLysCysAsp 
PI 5 0 (247-26D GluAlaValLeuIleLeuGlnGlyProProTyrValSer 

TryLeu 

PI 51 (289-303) ValAsnLeuProAspThrArgGlnGlyLeuLeuGluGlu 
AlaArg 

PI 52 (445-459) LeuAspSerLeuSerPheGlnLeuGlyLeuTyrLeuSer 
ProHis 

P153 (481-495) ProSerlleProGluLeuMetThrGlnLeuAspSerCys 
GlnLeu 

PI 54 (479-493) MetSerProSerlleProGluLeuMetThrGlnLeuAsp 
SerCys 

PI 55 (13-24) LeuLeuLeuLeuValLeuLeuProThrAspAlaSer 
PI 5 6 (20-3D ProThrAspAlaSerValSerGlyLysProGlnTyr 
P157 (44-55) ThrGluLysGlyCysValLeuLeuSerTyrLeuAsn 
P158 (i66-n7) TyrlleGlnAspProLysGlyAsnArglleAlaGln 
P158 (166-177) TyrlleGlnAspProLysGlyAsnArglleAlaGln 
PI 5 9 (192-203) PheProLeuSerSerGluProPheGlnGlySerTyr 
PI 60 (247-258) AsnValSerValCysGlyLeuTyrThrTyrGlyLys 
P161 (24e . 2 59) ValSerValCysGlyLeuTyrThrTyrGlyLysPro 
PI 62 (250-26D ValCysGlyLeuTyrThrTyrGlyLysProValPro 
P163 (267 _ 278J SerlleCysArgLysTyrSerAspAlaSerAspCys 
PI 64 (469-460) ProCysGlyHisThrGlnThrValGlnAlaHisTyr 
P165 (554-565) AspSerAlaLysTyrAspValGluAsnCysLeuAla 

PI 67 (^o-aon GlnProPhePheValGluLeuThrMetProTyrSer 

P168 (827-838) GlnLeuGluAlaSerProAlaPheLeuAlaValPro 

P169 ( a35. 836} SerValGlnLeuGluAlaSerProAlaPheLeuAla 

PI 7 0 (876 _ 8 e7) AlaLeuGluSerGlnGluLeuCysGlyThrGluVal 

P171 {1001 . 10 i 2 LysSerLysIleGlyTyrLeuAsnThrGlyTyr 



Receptor Tipo II 
II 

Fetuina 

Fetuina 

Fetuina 
Endoglina 
Endoglibna 
Endoglina 
Endoglina 
Endoglina 

OL2 -Macroglobul ina 
Ot2-Macroglobulina 
0t2 -Macroglobul ina 
OL2 -Macroglobul ina 
0C2 -Macroglobul ina 
CL2 -Macroglobul ina 
CL2 -Macroglobul ina 
<X2 -Macroglobul ina 
a2-Macrog^' ^^ulina 
0t2 -Macroglobul ina 
a2-Macroglobulina 
CL2 -Macroglobul ina 
(X2-Macroglofc>ulina 
(X2 -Macroglobul ina 
0L2 -Macroglobul ina 
<X2 -Macroglobul ina 
Ct2 -Macroglobul ina 



CX2-Macroglobulina 
<X2-Macroglobulina 
(X2-Macroglobulina 
(X2-Macroglobulina 
0C2-Macroglobulina 
Ot2-Macroglobulina 
0C2-Macroglobulina 
0C2-Macroglobulina 

En las Figuras 17 y 18 se indica la actividad: 
inhibitoria de los peptidos procedentes de la Tabla 10. 

Como puede observarse en las Figuras 17 y 18 solo el 
peptido P150 mostro actividad superior al 50%. Sin embargo, 
los peptidos P146 y P149 que habian sido descritos como 
activos por Demetriou M y col (1996) J Biol Chem 271:12755- 
12761 no resultaron activos en las condiciones utilizadas 
para este ensayo. 

Medicion por citometrfa de flu jo del efecto inhibitorio de 
peptidos sintSticos sobre la union del TGFfil a sus recepto- 
res celulares 

Peptidos procedentes de sintesis anteriores, tanto los 
que se sintetizaron a partir de la secuencia del TGF151 como 
del receptor tipo III, se utilizaron para medir, por 
citometria de flujo, su capacidad inhibitoria de la union 
del TGFJ51 a los receptores celulares . En estos ensayos las 
celulas se incuban con el peptido antes de afiadir el TGFSl- 
biotina que se revelara utilizando avidina-FITC (Material y 
Metodos) . Posteriormente se mide la f luorescencia emitida 
por la avidina-FITC, que sera directamente proporcional a 
la cantidad de TGFSl unido a las celulas e inversamente 
proporcional a la actividad del peptido. En la Figura 19 y 
en la Tabla7 se indican los resultados obtenidos con los 
peptidos mas relevantes. 

Tabla 7. Comparacion de la actividad inhibitoria del TGFS1 , 
de algunos peptidos, medida mediante el bioensayo de inhi- 
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P 17 2 a oo5-ioi6) IleGlyTyrLeuAsnThrGlyTyrGlnArgGlnLeu 

P17 3 (io62-io73) LysArgLysGluValLeuLys SerLeuAsnGluGlu 

PI 7 4 (H93-1204) ValGlyHisPheTyrGluProGlnAlaProSerAla 

P17 5 (1209-1220) ThrSerTyrValLeuLeuAlaTyrLeuThrGlnAla 

P17 6 (i2ii-i222> TyrValLeuLeuAlaTyrLeuThrAlaGlnProAla 

PI 7 7 (1256-1267) ValAlaLeuHisAlaLeuSerLysTyrGlyAlaAla 

P17 8 (1232-1243) TyrGlyArgAsnGlnGlyAsnThrTryLeuThrAla 

P17 9 (12 34-i245) ArgAsnGlnGlyAsnThrTryLeuThrAlaPheVai 
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bicion del crecimiento de las celulas MV-l-Lu 1 (concentra- 
cion de peptido 2 00 ptg/ml) con la inhibicion de la union 
del TGFfil a sus receptores celulares medida mediante cito- 
metrla de flujo 2 (concentracion de peptido 420 fxg/ml) . 

5 





Peptidos 


bioensayo 

f 9k i nVii hi r^i An \ ^ 

\ Q ^ 1111 -1- XmJ^- V_K _1_ \J 1 1 / 


Cy s i tome t r i a 

\ W X llllAi *uJ -i- O -1- \Ji 1 / 


Secuencia 

2 




P29 


77, 6 


92,34 


HisGluProLysGlyTyrHis 


10 








AlaAsnPheCysLeuGlyPro 










CysProTyrlleTrySerLeu 










AspThr 




Pll 


40 


86 


HisAlaAsnPheCysLeuGly 










ProCysProTyrlleTrySer 


15 








Leu 




P12 


96 


77 


PheCysLeuGlyProCysPro 










TyrlleTrySerLeuAspThr \ 1 




P18 


18, 2 


6, 5 


LeuTyrAsnGlnHisAsnPro 










GlyAlaSerAlaAlaProCys ; 


20 








Cys 




P54 


97 


82, 3 


ThrSerLeuAspAlaThrMet 










IleTryThrMetMet 




P140 


-1/7 


69, 8 


As pAs pAspAl aTh rMe tile 










TryThrMetMet 


25 


P142 


70 


72 


ThrSerLeuMetlleTryThr 










Met Met 




P106 


40 


91 


SerAsnProTyrSerAlaPhe 










Gl nVa 1 As p 1 1 e 1 1 e Va 1 As p 










lie 


30 


P145 


21 


74, 35 


SerAsnProTyrSerAlaPhe 










GlnValAspIleThrlleAsp , 




P144 


88 


80 


ThrSerLeuAspAlaSerlle 










IleTryAlaMetMetGlnAsn ; 




P150 


64 


73 


GluAlaValLeuIleLeuGln * 


35 








GlyProProTyrValSerTry 










Leu 




P152 


45 


68,4 


LeuAspSerLeuSerPheGln 










LeuGlyLeuTyrLeuSerPro 










His 


40 












INHIBICION 


IN VIVO DE LA 


ACTIVIDAD DEL 


TGFBl 



El peptido P144 procedente de la secuencia del recep- 
tor tipo III humano, que habia resultado activo en los bio- 
45 ensayos de inhibicion del crecimiento de la linea celular 
MV-l-Lu, se utilizo en los ensayos in vivo para estudiar su 
efecto inhibitorio en la induccion de cirrosis experimental 
con CC1 4 , en un modelo de ratas. 



50 Modelo de cirrosis experimental en ratas Wis tar 
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En este modelo la cirrosis hepatica se induce mediante 
inhalacion de tetracloruro de carbono , durante 11 semanas, 
dos veces por semana (Lopez Novoa JM y col. (1976) Patolo- 
5 gia IX: 223 -240; Camps J. y col. (1987) Gastroenterology 
93:498-505) tal y como se indica en Material y Metodos. 

El peptido P144 se administro de acuerdo a dos 
protocolos : 

1. Protocolo 1: El peptido se administro en dias alternos 
10 por via intraperitoneal durante el proceso de induccion de 

la cirrosis (11 semanas) . Figuras 20 y 21. 

2. Protocolo 2: El peptido se administro en dias alternos 
por via intraperitoneal durante 3 semanas, una vez estable- 
cida la cirrosis, es decir a las 12 semanas del inicio de 

15 la induccion de la cirrosis. Figuras 22 y 23 . 

La produccion de colageno en ambos protocolos se midio 
mediante dos tecnicas : 

En la Figuras 36 y 38 se indica la produccion de cola- 
geno total medida por tincion de cortes de higado (dos por 

20 animal) tenidos con Fast Green y Direct Red, elucion del 
color y lectura en espectrof otometro (Material y Metodos) 
(Lopez de Leon A. y Rojkind, (1985) Histochem. Cytochem. 
33:737-743; Gaudio E. y col. (1993) Int. J. Exp. Path. 
74 :463-469) . 

25 En las Figuras 21 y 23 se refleja la produccion de 

colageno medida por analisis de imagen a partir de cortes 
de higado tenidos con rojo sirio, utilizando microscopia de 
luz (Material y Metodos) . 

Como se puede ver en la Figura 2 0 se observan diferen- 

30 cias signif icativas (P<0,05) entre el grupo de ratas trata- 
das con el peptido P144 (Tto x ) y el grupo de ratas cirroti- 
cas control (Ci x ) al estudiar el cociente colageno vs pro- 
teina total. En la Figura 37 las diferencias entre el grupo 
de ratas tratadas con el peptido P144 (Tto x ) y el grupo de 

35 ratas cirroticas control (CiJ tambien son signif icativas 
(P<0,001) al estudiar el area de fibrosis. 
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Como se puede observar en las figuras 22 y 23 , en las 
que se muestran los resultados de las ratas tratadas una 
vez establecida la cirrosis, las diferencias entre los 
grupos de ratas tratadas con el peptido P144 (Tto 2 ) y las 
5 cirroticas sin tratar (Ci 2 ) no son signif icat ivas cuando se 
utilizan cualquiera de las dos tecnicas de medicion de 
fibrosis . 

Las dos tecnicas utilizadas para la medicion de cola- 
geno se compararon entre si mediante una regresion lineal 
10 con el fin de comprobar la aleatoriedad en la eleccion de 
los campos a estudio en cada preparacion y con ello la 
validez del analisis de imagen, Figuras 24 y 25. 

Como se puede observar en las graficas 24 y 25 existe 
una correlacion entre ambas tecnicas con una R>0,85 en am- 

15 bos casos, siendo altamente signif icativa (F< 0,001). Esto 
confirma que la adquisicion de las imagenes a estudio se 
realize de forma totalmente aleatoria y con ello la validez 
de los datos obtenidos mediante el analisis de imagen. 

En la figuras 2 6 y 2 7 se muestran las imagenes obteni- 

20 das por microscopia de luz a partir de preparaciones de 
higado tenidas con rojo sirio a un aumento de 10X obtenidas 
a partir de higados de las ratas tratadas durante el pro- 
ceso de induccion de la cirrosis (C± 1 y TtOi) . 

Las imagenes de la Figura 26 fueron obtenidas sin 

25 aplicar ningun tipo de filtro. 

La Figura 27 muestra las imagenes una vez modificadas 
para su estudio mediante un software especifico. Estas mo- 
dificaciones consisten en la aplicacion de dos filtros, uno 
de luz polarizada y el otro de luz verde, con el fin de au- 

30 mentar la calidad de las imagenes y facilitar su estudio de 
forma automatizada . 

En las figuras 26 y 27 se observa que existen dife- 
rencias entre las imagenes procedentes de las ratas cirro- 
ticas (CiJ y las procedentes de las ratas tratadas con el 

35 peptido P144 (TtoJ . 
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Las diferencias de efectividad entre los protocolos 1 
y 2 podrian ser debidas a que la produccion de TGF£l podria 
ser mucho menor una vez inducida la cirrosis (protocolo 2) 
que durante el proceso de induccion de cirrosis con CC1 4 
5 (protocolo 1), e incluso podria estar en niveles normales, 
por lo que el efecto del tratamiento con el peptido P144 
seria menos notorio en el protocolo 2 que en el protocolo 
1 . 

Cuando se comparan los grupos de ratas cirroticas no 
10 tratadas, al final del proceso de induccion de la cirrosis 
(C± x ) con las cirroticas no tratadas, a las 4 semanas de 
finalizada la induccion (Ci 2 ) se observa que existen dife- 
rencias signif icativas (P=0 / 016) entre ambos grupos (Figura 
28) , lo que indicaria que existe una regresion parcial de 
15 la cirrosis al eliminar el agente cirrotizante, observacion 
que ha sido publicada por diversos autores (Szende-B y col 
(1992) In Vivo 6:355-361; Columbano A (1996) Carcinogenesis 
17:395-400) . 

Estas diferencias de efectividad entre los dos proto- 
20 colos tambien podrian ser debidas al propio protocolo ya 
que los animales del protocolo 2 se trataron solo durante 3 
semanas en dias alternos, mientras que los animales del 
protocolo 1 se trataron por un periodo mas amplio de tiempo 
(7 semanas, tambien en dias alternos) . 
25 Los resultados obtenidos demuestran que es posible 

inhibir al TGF01 tanto in vitro como in vivo mediante pep- 
tidos sinteticos procedentes de diferentes proteinas. En un 
futuro seria de gran interes intentar aumentar la actividad 
biologica de estos peptidos. Ello podria llevarse a cabo 

3 0 remplazando sistematicamente cada uno de los aminoacidos de 
sus secuencias por los 19 restantes. Una vez alcanzado el 
peptido de mayor actividad convendria preparar mimotopos 
(McConnell-SJ (1994) Gene ■ 151 : 115-118 ; Steward-MW (1995) J. 
Virol. 69:7668-7673) del mismo con el fin de aumentar la 

3 5 vida media en el organismo del agente inhibidor. 
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

Figura 1. Inhibicion de la union del TGF01 a las celulas 
MV-l-Lu por el peptido P144, medida por citometria de flu- 
5 jo. A, imagen obtenida al analizar las celulas incubadas 
con TGFpi biotinilado y reveladas con avidina-FITC. B, ima- 
gen obtenida al analizar las celulas incubadas con avidina- 
FITC sin previa adicion de TGFpi . C, imagen obtenida al 

analizar las celulas incubadas con TGFpl previamente incu- 
10 bado con el peptido P144 a una concentracion de 0,42 yLg/]al, 
el revelado se realizo con avidina-FITC, En abcisas se in- 
dica la f luorescencia emitida y en ordenadas el numero de 
celulas para cada , valor - de .f luorescencia . Tambien se indi- 
can los campos correspondientes a las celulas marcadas con 
15 el TGFpl-biotina y avidina-FITC (M2) y a las celulas no 
marcadas (Ml ) . 



Figura 2. Esquema representative del proceso de cirrosis 
por CC1 4 . Con flechas negras se indica cuando se administro 

20 a las ratas dos dosis semanales de CC1 4 y con flechas negras 
discontinuas cuando fue una dosis semanal. Las flechas 
grises indican la administracion del peptido P144. A: Con- 
troles sanos; B: Controles sanos + P144, Bi : con peptido 70 
|ig/dia; C: Cirroticos; Ci con salino; C 2 con peptido 70 

25 jig/dia; D: Cirroticos con CC1 4 + Fenobarbi tal ; D x y salino; 
D 2 y peptido 70 |ig/dia. 



Figura 3. Efecto del TGFfll sobre el crecimiento de celulas 
MV-l-Lu- Las celulas se cultivaron a una densidad de 5000 
30 celulas/pocillo a las concentraciones de TGF(3l, en pg/ml 
indicadas, Abcisas: Concentracion TGFpi (pg/ml); Ordenadas: 
c . p . m . 



- 38 - 



Figura 4. Porcentaje de inhibicion del TGFpl (200 pg/ml) 
por peptidos del TGF131. Todos los peptidos fueron probados 
a la concentracion de 200 ]ig/ml . Una inhibicion del TGFlil 
5 del 100% se corresponde con el crecimiento de las celulas 
MV-l-Lu que se obtiene en ausencia de TGFpl. Abcisas: 
peptidos P1-P27. Ordenadas : % inhibicion actividad TGFpl. 

Figura 5. Porcentaje de inhibicion de la actividad del 
10 TGFpl (200 pg/ml) en presencia de distintas concentraciones 
(|JM) nominales del peptido P12 filtrado (□) y sin filtrar (□ 
) - 

Figura 6. Porcentaje de inhibicion del TGFPl (200 pg/ml) 
15 por peptidos del TGFpl. Todos los peptidos fueron probados 
a la concentracion de 200 pg/ml. Una inhibicion del TGFpl 
del 100% se corresponde con el crecimiento de las celulas 
MV-l-Lu que se obtiene en ausencia de TGFpi . 

20 Figura 7. Autorradiograf ia de un ensayo de marcaje por 
afinidad de los receptores del TGFPl . Calle CI: efecto de 
la incubacion de las celulas con una concentracion 0,16 pM 
de 125 TGFpl que se corresponde con una actividad de 0,3yCi 
(control positivo) . Calle C2 : efecto de la preincubacion de 

25 las celulas con una concentracion de TGFPl no radioactivo 
10 veces superior a la de 125 I-TGFpi (control negative) . Ca- 
lle C3: la preincubacion se realize con el peptido P29 a 
una concentracion 10 6 veces superior a la concentracion mo- 
lar de 125 I-TGFpi. Se puede observar la inhibicion de la 

30 .union del 125 I-TGFpl a los receptores celulares tipo I, II y 
III tanto por parte del peptido P29 como por el TGFlil no 
radioactivo. 
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Figura 8. Autorradiograf ia de un ensayo de marcaje por 
afinidad de los receptores (I, II y III) del TGFpi . Calles 
CI a C6: efecto de la preincubacion de las celulas MV-l-Lu, 
5 con distintas concentraciones del peptido P29 (10 6 , 8xl0 5 , 
6x10 s , 4x10 s , 2x10 s , 10 5 veces la concentracion molar de 12S I- 

TGFpl respectivamente) , previas a la adicion del 12S I-TGFP1. 
Calle CI: efecto de la preincubacion de las celulas MV-l-Lu 
con TGFpi no marcado (10 2 veces la concentracion molar de 
10 125 I-TGFpl) previa a la adicion del 12S I-TGFf}l (control 
negativo) . Calle C8: efecto de la incubacion de las celulas 
MV-l-Lu con una concentracion 0,42 yM de 125 I-TGFpl que se 
corresponde con una actividad de 0,4 yCi, sin preincubacio- 
nes previas (control positivo) . 

15 

Figura 9. Porcentaje de inhibicion del TGFpi (200 pg/ml) 
por peptidos del receptor predichos como complementar ios a 
zonas del TGFpi. Todos los peptidos fueron probados a la 
concentracion de 200 pg/ml. Una inhibicion del TGFpi del 
20 100% se corresponde con el crecimiento de las celulas MV-l- 
Lu que se obtiene en ausencia de TGFpi. Abcisas: peptidos 
P39-P65. Ordenadas: % inhibicion actividad TGFpi. 

Figura 10. Porcentaje de inhibicion del TGFpi (200 pg/ml) 
25 por peptidos solapados procedentes de la region extra- 
celular del receptor tipo III. Todos los peptidos fueron 
probados a la concentracion de 200 yg/ml . Una inhibicion 
del TGFpi del 100% se corresponde con el crecimiento de las 
celulas MV-l-Lu que se obtiene en ausencia de TGFpi . 
30 Abcisas: peptidos P66-P91. Ordenadas: % inhibicion acti- 
vidad TGFpi. 
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Figura 11. Porcentaje de inhibicion del TGF01 (200 pg/ml) 
por peptidos solapados procedentes de la region extra- 
celular del receptor tipo III. Todos los peptidos fueron 
probados a la concentracion de 200 pg/ml. Una inhibicion 
5 del TGFpi del 100% se corresponde con el crecimiento de las 
celulas MV-l-Lu que se obtiene en ausencia de TGFpl. 
Abcisas: peptidos P92-P115. Ordenadas: % inhibicion acti- 
vidad TGFpl. 

« « 

o • • * 

10 Figura 12. Porcentaje de inhibicion del TGFpi (200 pg/ml) 
por peptidos solapados procedentes de la region extracelu-: 
lar del receptor tipo III. Todos los peptidos fueron proba- 
dos a la concentracion de 200 pg/ml. Una inhibicion del 
TGFpl del 100% se corresponde con el crecimiento de las ce- 

15 lulas MV-l-Lu que se obtiene en ausencia de TGFpi . Abcisas: 

peptidos P116-P138. Ordenadas: % inhibicion act ividad VVl m 
TGFpl . 

Figura 13. Porcentaje de inhibicion de la actividad del 

* • 

20 TGFpi (200 pg/ml) en presencia de distintas concentraciones 

(pM) nominales del peptido P54 filtrado (□) y sin filtrar # 
(•) . 

Figura 14. Porcentaje de inhibicion del TGFpi (200 pg/ml) 
25 por peptidos del receptor procedentes de la modif icacion 
del peptido P54 (P139 a P143) y de los peptidos procedentes 
del receptor de tipo III humano (P144 y P145) . Todos los 
peptidos fueron probados a la concentracion de 200 pg/ml. 
Una inhibicion del TGFpl del 100% se corresponde con el 
30 crecimiento de las celulas MV-l-Lu que se obtiene en 
ausencia de TGFpi . 
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Figura 15. Porcentaje de inhibicion de la actividad del 
TGFpi (200 pg/ml) en presencia de distintas concentraciones 
(jiM) nominales del peptido P144 sin filtrar. 

5 Figura 16. Autorradiograf ia de un ensayo de marcaje por 
afinidad de los receptores (I, II y III) del TGFpl . Calle 
CI: la preincubacion se realize con el peptido P144 a una 
concentracion 10 6 veces superior a la concentracion molar de 
125 I-TGFpl Calles C2 y C3: efecto de la preincubacion de las 

10 celulas con una concentracion de TGFpi no radioactive 10 
veces superior a la de 125 I-TGFpl (control negativo) . Calle 
C4 y C5: efecto de la incubacion de las celulas con una 
concentracion 0,1 jjM de 125 TGFpi que se corresponde con una 
actividad de 0,2]iCi (control positivo) Se puede observar la 

15 inhibicion de la union del 125 I-TGFpi a los receptores 
celulares tanto por parte del peptido P144 como por el 
TGFpi no radioactivo. 

Figura 17. Porcentaje de inhibicion del TGFpi (200 pg/ml) 
20 por peptidos procedentes del receptor tipo II humano 
(P146) , de la fetuina (P147 a P149) y de la endoglina (P150 
a P154) . Todos los peptidos fueron probados a la concentra- 
cion de 200 pg/ml. Una inhibicion del TGFpi del 100% se 
corresponde con el crecimiento de las celulas MV-l-Lu que 
25 se obtiene en ausencia de TGFpi . 

Figura 18. Porcentaje de inhibicion del TGFpl (200 pg/ml) 
por peptidos procedentes de la a2-Macroglobulina . Todos los 
peptidos fueron probados a la concentracion de 200 pg/ml. 
30 Una inhibicion del TGFpl del 100% se corresponde con el 
crecimiento de las celulas MV-l-Lu que se obtiene en ausen- 
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cia de TGFJ31. Abcisas: peptidos P155-P179. Ordenadas: % 
inhibicion actividad TGFpl . 



Figura 19. Porcentaje de inhibicion de la union del TGF01 a 
5 celulas MV-l-Lu por diferentes peptidos sinteticos. La 
inhibicion se estudio midiendo el porcentaje de celulas 
marcadas (emiten f luorescencia) y sin marcar (no emiten 
f luorescencia) para cada peptido. 



Figura 20. Efecto de la adminis tracion del peptido P144 so- 
bre la sintesis de colageno durante la induccion de cirro- 
sis experimental con CC1 4 . En ordenadas se indica el cocien- 
te colageno vs proteina total. En abcisas se indican los 
distintos grupos de ratas : Co= ratas sanas; Co+P144= ratas 
sanas tratadas con el peptido P144; TtOi= ratas sometidas a 
induccion de cirrosis con CC1 4 y a las que se les suministra 
el peptido P144 en dias alternos durante este periodo y Cii= 
ratas sometidas a induccion de cirrosis con CC1 4 durante 11 
semanas y que no son tratados con el peptido P144. 

Figura 21. Efecto de la administracion del peptido P144 so- 
bre la sintesis de colageno durante la induccion de cirro- 
sis experimental con CC1 4 - En ordenadas se indica el cocien- 
te entre el area de fibrosis y el area total en preparacio- 
nes de tejido tenidas con rojo sirio. En abcisas se indican 
los distintos grupos de ratas: Co= ratas sanas; Co+P144= 
ratas sanas tratadas con el peptido; Tto x = ratas sometidas a 
induccion de cirrosis con CC1 4 y a las que se les suministra 
el peptido P144 en dias alternos durante este periodo y Ci x = 
ratas sometidas a induccion de cirrosis con CC1 4 durante 11 
semanas y que no son tratados con el peptido P144. 

Figura 22. Efecto de la administracion del peptido P144 
sobre la sintesis de colageno una vez inducida la cirrosis 
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con CC1 4 . En ordenadas se indica el cociente colageno vs 
proteina total. En abcisas se indican los distintos grupos 
de ratas: Co= ratas sanas; Co+P144= ratas sanas tratadas 
con el peptido; Tto 2 = ratas sometidas a induccion de 
5 cirrosis con CC1 4 y a las que se les suministra el peptido 
P144 en dias alternos al final de este periodo y Ci 2 = ratas 
sometidas a induccion de cirrosis con GC1 4 durante 11 
semanas y que no son tratados con el peptido P144. 

10 Figura 23. Efecto de la administracion del peptido P144 
sobre la sintesis de colageno una vez inducida la cirrosis" 
con CC1 4 . En ordenadas se indica el cociente entre el area^ 
de fibrosis y el area total en preparaciones de tejido. En' 
abcisas se indican los distintos grupos de ratas: Co= ratas' 

15 sanas; Co+P144= ratas sanas tratadas con el peptido; Tto 2 = 
ratas sometidas a induccion de cirrosis con CC1 4 y a las que 
se les suministra el peptido P144 en dias alternos al final 
de este periodo y Ci 2 = ratas sometidas a induccion de cirro- 
sis con CCI4 durante 11 semanas y que no son tratados con el* 

20 peptido P144. 

Figura 24. Comparacion entre los datos sobre cantidad de* 
colageno y area de fibrosis, obtenidos mediante las dos 
tecnicas utilizadas. En el eje de abcisas se indican los 

25 valores del cociente entre el area de fibrosis y el area 
total, obtenidos mediante el analisis de imagen. En ordena- 
das se indican los valores del cociente entre los ug de 
colageno y los mg de proteina total, obtenidos mediante el 
analisis por espectrof otometria de cortes de higado tenidos 

30 con "Direct Red y Fast Green". Se indica la R 2 . (F £0,001). 

Figura 25. Comparacion entre los datos sobre cantidad de 
colageno y area de fibrosis, obtenidos mediante las dos 
tecnicas utilizadas para el estudio de las muestras al fi- 
35 nal del protocolo 2. En el eje de abcisas se indican los 
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valores del cociente entre el area de fibrosis y el area 
total, obtenidos mediante el analisis de imagen. En orde- 
nadas se indican los valores del cociente entre los de 
colageno y los mg de proteina total, obtenidos mediante el 
5 analisis por espectrof otometria de cortes de higado tefiidos 
con "Direct Red y Fast Green". Se indica la R 2 . (F <0,001). 

Figura 26. Imagenes representativas de , los 24 campos 
obtenidos por microscopia de luz (10X) a partir de 

10 preparaciones de higados de ratas tenidas con rojo sirio. 
Ratas cirroticas (Cii) al final de la induccion de cirrosis 
con CC1 4 y cirroticas tratadas (Ttoi) con el peptido P144 
durante el proceso .de induccion de la cirrosis con CC1 4 . Se 
tomaron diferentes campos a partir de las preparaciones 

15 procedentes de cada animal (R= rata y C= campo) . 

Figura 27. Imagenes representativas de los 24 campos obte- 
nidos por microscopia de luz (10X) a partir de preparacio- 
nes de higados de ratas tenidas con rojo sirio. Ratas 

20 cirroticas (Cii) al final de la induccion de cirrosis con 
CCI4 y cirroticas tratadas (Ttoi) con el peptido P144 du- 
rante el proceso de induccion de la cirrosis con CCI4. Se 
tomaron diferentes campos a partir de las preparaciones 
procedentes de cada animal (R= rata y C= campo) . Se ha 

25 utilizado luz polarizada y filtro verde con el fin de 
resaltar las fibras de colageno. 

Figura 28. Comparacion entre los dos grupos de ratas 
cirroticas no tratadas. C± 1 son ratas cirroticas al final de 
3 0 las 12 semanas de induccion de la cirrosis con CC1 4 , Ci 2 son 
ratas cirroticas a las 4 semanas del final del proceso de 
induccion de la cirrosis. P=0,016. Ordenadas : Area 
f ibrosis/Area total . 
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LISTADO DE SECUENCIAS 

<110> Instituto Cientifico y Tecnologico de Navarra (ICTN) 
<120> Peptidos inhibidores de TGFpl 
<160> 10 

<210> SEQ ID NO: 1 
<211> 15 
<212> Peptido 

<400> His Ala Asn Phe Cys Ley Gly Pro Cys Pro Tyr lie Try 

5 10 

Ser Leu 
15 

<210> SEQ ID NO: 2 
<211> 14 
<212> Peptido 

<400> Phe Cys Leu Gly Pro Cys Pro Tyr lie Try Ser Leu Asp 

5 10 

Thr 

<210> SEQ ID NO: 3 
<211> 12 
<212> Peptido 

<400> Thr Ser Leu Asp Ala Thr Met lie Try Thr Met Met 

5 10 

<210> SEQ ID NO: 4 
<211> 15 
<212> Peptido 

<400> Ser Asn Pro Tyr Ser Ala Phe Gin Val Asp lie lie Val 

5 10 

Asp lie 
15 
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<210> SEQ ID NO: 5 
<211> 9 
<212> Peptido 

<400> Thr Ser Leu Met lie Try Thr Met Met 

5 

<210> SEQ ID NO: 6 
<211> 14 
<212> Peptido 

<400> Thr Ser Leu Asp Ala Ser He He Try Ala Met Met Gin 

5 10 

Asn 

<210> SEQ ID NO: 7 
<211> 14 
<212> Peptido 

<400> Ser Asn Pro Tyr Ser Ala Phe Gin Val Asp He Thr lie 

5 10 

Asp 

<210> SEQ ID NO: 8 
<211> 15 
<212> Peptido 

<400> Glu Ala Val Leu He Leu Gin Gly Pro Pro Tyr Val Ser 

5 10 

Try Leu 
15 

<210> SEQ ID NO: 9 
<211> 15 
<212> Peptido 

<400> Leu Asp Ser Leu Ser Phe Gin Leu Gly Leu Tyr Leu Ser 

5 10 

Pro His 
15 



# 
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<210> SEQ ID NO: 10 
<211> 2 3 
<212> Peptido 

<400> His Glu Pro Lys Gly Tyr His Ala Asn Phe Cys Leu Gly 

5 10 
Pro Cys Pro Tyr lie Try Ser Leu Asp Thr 
15 20 
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REIVINDICACIONES 

1. - Peptidos antagonistas de la union de TGFpi a 
sus receptores en el organismo, caracterizados por 

5 presentar secuencias de aminoacidos parciales identicas o 
similares a las del propio TGFpi y/o sus receptores. 

2. - Peptido activo de acuerdo con la reivindica- 
cion 1, caracterizado por poseer la secuencia de aminoaci- 
dos SEQ ID NO: 1. 

10 3.- Peptido activo de acuerdo con la reivindica- 

cion 1, caracterizado por poseer la secuencia de aminoaci- 
dos SEQ ID NO: 2. 

4. - Peptido activo de acuerdo con la reivindica- 
cion 1, caracterizado por poseer la secuencia de aminoaci- 

15 dos SEQ ID NO:3. 

5. - Peptido activo de acuerdo con la reivindica- 
cion 1, caracterizado por poseer la secuencia de aminoaci- 
dos SEQ ID NO: 4 . 

6. - Peptido activo de acuerdo con la reivindica- 
20 cion 1, caracterizado por poseer la secuencia de aminoaci- 
dos SEQ ID NO: 5. 

7. - Peptido activo de acuerdo con la reivindica- 
cion 1, caracterizado por poseer la secuencia de aminoaci- 
dos SEQ ID NO: 6. 

25 8.- Peptido activo de acuerdo con la reivindica- 

cion 1, caracterizado por poseer la secuencia de aminoaci- 
dos SEQ ID NO: 7 . 

9. - Peptido activo de acuerdo con la reivindica- 
cion 1, caracterizado por poseer la secuencia de aminoaci- 

30 dos SEQ ID NO : 8 . 

10. - Peptido activo de acuerdo con la reivindica- 
cion 1, caracterizado por poseer la secuencia de aminoaci- 
dos SEQ ID NO: 9 . 



• 
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11. - Peptido activo de acuerdo con la reivindica- 
cion 1, caracterizado por poseer la secuencia de aminoaci- 
dos SEQ ID NO: 10 . 

12. - Mimotopos de cualquiera de los peptidos 
5 activos de las reivindicaciones 1 a 11 caracterizados por 

presentar un efecto antagonista similar a los mismos y una 
mayor vida media en el organismo que estos . 

13. - Procedimiento de utilizacion de al menos uno 
de los peptidos activos de las reivindicaciones 1 a 11 y/o 

10 al menos uno de sus mimotopos para fabricar una composicion 
de aplicacion en enfermedades hepaticas. 

14. - Procedimiento de utilizacion de al menos un 
ADN que codifique para al menos uno de los peptidos activos 
de las reivindicaciones 1 a 11 para fabricar una composi- 

15 cion de aplicacion en enfermedades hepaticas que incluya 
opcionalmente al menos uno de los mimotopos de dichos pep- 
tidos activos. 

15. - Procedimiento de utilizacion de al menos un 
sistema de expresion recombinante que codifique para al 

20 menos uno de los peptidos activos de las reivindicaciones 1 
a 11 para fabricar una composicion de aplicacion en enfer- 
medades hepaticas que incluya opcionalmente al menos uno de 
los mimotopos de dichos peptidos activos. 

16. - Procedimiento de acuerdo . con la reivindica- 
25 cion 15, caracterizado porque el sistema recombinante es un 

adenovirus def ect ivo . 

17. - Procedimiento de acuerdo con la reivindica- 
cion 15, caracterizado porque el sistema recombinante es un 
plasmido . 

30 18.- Procedimiento de acuerdo con las reivindica- 

ciones 13 a 17 de aplicacion a la fibrosis hepatica. 
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